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“ Sucesso é a capacidade de vencer barreiras 

 que nem sabíamos que existiam.  

Desafiadora é aquela pessoa que insiste 

em ir em busca do sucesso. “ 

 

O. A. Bertoletti  
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RESUMO 

 

Existem diversas pesquisas na área de radicais livres, exercício e nutrientes antioxidantes, 

visto que a prática de exercícios extenuantes e/ou de longa duração podem causar estresse 

oxidativo. A maioria destas pesquisas tem testado protocolos de suplementação com 

nutrientes antioxidantes, nas mais diversas doses e combinações. Entretanto, existe uma 

lacuna no que se refere a protocolos de intervenção pela dieta alimentar. Sendo assim, o 

objetivo desta tese foi observar se havia diferença entre fornecer uma combinação de 

vitaminas antioxidantes via dietética ou suplementar, sobre os parâmetros de estresse 

oxidativo em triatletas participantes de Ironman. Participaram deste estudo longitudinal, 

prospectivo, 13 triatletas do sexo masculino, com idade de 32,1 ± 5,4 anos, máx2OV&  na 

esteira 58,6 ± 6,9 mL.kg-1.min-1, treinando inicialmente 15,5 ± 3,4 h.sem-1. Foram 

mensurados no sangue, tanto antes quanto após as intervenções nutricionais, diversos 

parâmetros de estresse oxidativo. As intervenções nutricionais contaram com um aporte de 

vitaminas A, C e E dentro das recomendações americanas de Ingestão Dietética 

Recomendada (DRI). Tanto a dieta quanto a suplementação continham duas vezes a 

recomendação diária para as vitaminas A e E, e cinco vezes a recomendação diária para 

vitamina C. Pudemos observar que os marcadores de estresse oxidativo reagiram de forma 

diferente conforme o parâmetro de dano medido e a intervenção nutricional realizada. 

Após a dieta rica em antioxidantes, houve um aumento nos níveis de sulfidril, da 

capacidade antioxidante total (TRAP) e uma redução do dano a proteínas (carbonil). Isto 

foi provavelmente devido ao fato de outros nutrientes antioxidantes, como os flavonóides, 

presentes nos alimentos ingeridos, promoverem uma maior proteção comparado às 

vitaminas antioxidantes isoladas na forma de suplementação. Por outro lado, houve um 

aumento do dano a lipídeos (TBARS), o que não ocorreu após a suplementação 

antioxidante. Provavelmente um maior consumo de ácidos graxos poliinsaturados, levando 

a uma menor razão vitamina E: ácidos graxos poliinsaturados, durante a dieta rica em 

antioxidantes foi o responsável por este maior dano aos lipídeos de membrana. Não 

observamos relação entre a enzima marcadora de dano muscular creatina quinase e os 

parâmetros de estresse oxidativo. 

 

Palavras-chave: triatlo, dieta, vitaminas antioxidantes, suplementação, estresse oxidativo. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, tem havido um interesse crescente pela relação entre radicais 

livres, exercício e nutrientes antioxidantes. Da mesma forma, parece haver um maior 

número de indivíduos envolvidos com a prática de exercícios de muito longa duração, os 

chamados esportes de ultra-resistência. Estudos têm mostrado que exercícios extenuantes 

e/ou de longa duração, bem como o grau de exaustão do atleta, podem causar estresse 

oxidativo (KANTER et al. 1986; CHILD et al. 1998; HEUNKS et al. 1999), uma vez que 

o exercício aumenta o consumo de oxigênio e causa um distúrbio na homeostase pró e 

antioxidante intracelular (JI, 1999). Em contrapartida, o papel dos nutrientes antioxidantes 

vem sendo estudado, seja via dietética (STRAIN et al., 2000) ou suplementar 

(BALAKRISHNAN 1998; MARZATICO et al., 1997; TAULER et al., 2002; 

MASTALOUDIS et al., 2004a,b), com os objetivos de otimizar o potencial antioxidante e 

melhorar a capacidade de resistência aeróbia nos atletas, embora existam ainda 

controvérsias sobre a necessidade ou não de uma suplementação alimentar (JENKINS, 

2000). 

Diversos autores têm discutido a proteção induzida pelo treinamento. Os radicais 

livres produzidos pelo exercício podem ser o estímulo inicial para a biogênese 

mitocondrial em uma situação de treinamento crônico (DAVIES et al., 1982), e a 

magnitude da melhora do sistema de defesa antioxidante parece depender das cargas de 

treinamento (MARGARITIS et al., 1997), sendo que tais adaptações seriam tecido-

específicos, sugerindo um mecanismo regulatório complexo (LEEWENBURGH et al., 

1997). O treinamento físico previne parcialmente a formação de radicais livres no 

exercício exaustivo (VIÑA et al, 2000) e pode aumentar as defesas antioxidantes 

(POWERS et al, 1999). Por outro lado, conforme Ashton et al, (1998), a melhora do 

sistema de defesa antioxidante enzimático que ocorre com o treinamento físico pode não 

ser suficiente para suprimir o estresse oxidativo induzido pelo exercício, e especulam se 

uma suplementação antioxidante seria necessária para indivíduos saudáveis submetidos a 

exercício físico regular. Uma sugestão interessante seria estimular o consumo de alimentos 

ricos em antioxidantes (MARZATICO et al., 1997), devido ao risco de uma lacuna destes 

nutrientes, dado o conteúdo deficiente na dieta da população (ASHTON et al, 1998), já que
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existe uma relação entre o consumo de frutas e vegetais e as concentrações sangüíneas de 

antioxidantes (STRAIN et al., 2000). 

De uma maneira geral as pesquisas em estresse oxidativo e exercícios de muito 

longa duração são escassas. 

 

1.1. OBJETIVOS 

 
1.1.1. Objetivo Geral 

 
Acompanhar a evolução dos parâmetros bioquímicos de estresse oxidativo, em 

triatletas submetidos a três intervenções dietéticas ao longo do período de treinamento para 

uma competição de Ironman. 

 

1.1.2. Objetivos Específicos 

 
� Comparar o efeito de 14 dias de três intervenções dietéticas sobre o estresse oxidativo 

em triatletas durante o treinamento para uma competição de Ironman. 

� Observar o efeito em médio prazo da suplementação antioxidante sobre o estresse 

oxidativo em triatletas. 

� Relacionar os níveis da enzima creatina quinase total com os parâmetros de estresse 

oxidativo. 

� Verificar alterações nos parâmetros hematológicos do eritrograma, ferritina e 

reticulócitos ao longo do período de treinamento para uma competição de Ironman. 

 

1.2. HIPÓTESES 

 
Com base na literatura, levantam-se as seguintes hipóteses: 

H1 – Os marcadores de dano oxidativo devem estar reduzidos tanto no grupo que 

recebeu a dieta rica em antioxidantes quanto no grupo que recebeu a suplementação de 

antioxidantes. 

H2 – Os parâmetros bioquímicos antioxidantes devem estar aumentados no grupo 

com dieta rica em antioxidantes e no grupo com suplemento de antioxidantes. 
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H3 – A concentração sangüínea da enzima creatina quinase aumenta conforme 

evoluem os meses de treinamento, e está positivamente correlacionada aos parâmetros 

bioquímicos de dano oxidativo. 

 

1.3. DEFINIÇÃO OPERACIONAL DE TERMOS 

 
� Indivíduos treinados = indivíduos saudáveis, que pratiquem regularmente triatlo há 

pelo menos um ano. 

� Exercício de longa duração ou prolongado = acima de duas horas de exercícios 

isolados (natação, ciclismo, corrida) ou combinados (duas ou mais modalidades 

anteriormente citadas). 

� Parâmetros bioquímicos oxidativos = correspondem às variáveis de resposta 

quimiluminescência (QL), substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e 

carbonilas. 

� Parâmetros bioquímicos antioxidantes não enzimáticos = correspondem às variáveis de 

resposta capacidade antioxidante total (TRAP), ácido úrico, sulfidril e compostos 

fenólicos. 

� Parâmetros bioquímicos antioxidantes enzimáticos = correspondem às variáveis de 

resposta superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. 

� Enzima creatina quinase: enzima marcadora de dano muscular. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

A revisão de literatura está subdividida nos itens: 

 

2.1. Radicais livres e exercício (artigo de revisão); 

 

2.2. Parâmetros hematológicos e estresse oxidativo; 

 

2.3. Triatlo Ironman; 

 

2.4. Aspectos nutricionais. 
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2.1. RADICAIS LIVRES E EXERCÍCIO (SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004) 
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2.2. PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Existem estudos sobre parâmetros hem atológicos relacionados ao exercício. 

Alterações nos parâmetros hematológicos após exercício de longa duração podem estar 

relacionados ao dano no atleta (WU et al., 2004), assim como observações que o estresse 

mecânico pode causar destruição dos eritrócitos, levando à anemia esportiva (ROBINSON 

et al., 2006). 

Alguns artigos sobre estresse oxidativo e exercício têm medido os parâmetros 

hematológicos como o número de eritrócitos, hematócrito, hemoglobina, volume 

corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM), amplitude de distribuição dos eritrócitos 

(RDW), ferritina e reticulócitos, antes e depois de sessões de exercícios. 

A resposta do exercício nos parâmetros como número de eritrócitos, hematócrito e 

hemoglobina foi analisada no estudo de Tauler et al., (2005), em uma prova de ciclismo de 

montanha de 170 km. Após o exercício a distribuição dos eritrócitos estava mais 

homogênea do que antes, o que poderia indicar uma população de eritrócitos mais jovens. 

Episódios contínuos de exercício prolongado e intenso podem produzir uma maior taxa de 

turnover dos eritrócitos devido ao rápido envelhecimento dos eritrócitos e conseqüente 

eliminação dos eritrócitos velhos. E isto estaria ligado a uma maior ou menor atividade das 

enzimas antioxidantes. 

Sentürk et al., (2005) também avaliaram os eritrócitos de indivíduos sedentários e 

atletas após exercício exaustivo em bicicleta, tanto antes quanto após um período de dois 

meses de suplementação com as vitaminas A, C e E. Os autores mostraram que uma 

simples sessão de exercício intenso foi capaz de aumentar os parâmetros de estresse 

oxidativo e induzir deterioração da função e estrutura dos eritrócitos em sedentários, o que 

foi prevenido por dois meses de suplementação AO. Contudo esse comportamento não se 

repetiu nos indivíduos que eram treinados. Este estudo também mostrou que a diferença 

entre os eritrócitos sedentários e treinados pode ser parcialmente dependente da jovem 

população de eritrócitos presente nos indivíduos treinados, os quais são mais resistentes ao 

estresse oxidativo. Em conclusão, o exercício afeta as propriedades dos eritrócitos e pode 

levar à hemólise por um mecanismo oxidativo em sedentários, mas não em treinados. O 

estresse oxidativo pode ser um importante fator responsável pela destruição dos eritrócitos 
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observada após treinamento vigoroso, agudo em sedentários e/ou em início do período de 

treinamento. 

Os valores de referência para os parâmetros hematológicos são apresentados no 

quadro 1. 

 

Quadro 1 – Valores de referência dos parâmetros hematológicos em homens adultos 

Parâmetro Referência * 

Eritrócitos (106.µL-1) 4,5 – 6,1 

Hemoglobina (g.dL-1) 13,3 – 16,7 

Hematócrito (%) 39,0 – 50,0 

VCM (fL) 82,0 – 98,0 

HCM (pg) 27,3 – 32,6 

CHCM (g.dL-1) 31,6 – 34,9 

RDW (%) 11,6 – 13,9 

Reticulócitos (%) 1,00- 2,00 

Ferritina (ng.mL-1) 30,0 – 300,0 

Nota: VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: 

concentração hemoglobínica corpuscular média; RDW: amplitude de distribuição dos 

eritrócitos. * Valores de referência do Laboratório Weinmann, Porto Alegre, RS. 

 

Visto que existe pouca bibliografia sobre os parâmetros hematológicos e o estresse 

oxidativo em repouso, em atletas ao longo de um período de treinamento, nossa intenção 

foi observar se haveria alguma mudança com importância fisiológica nos parâmetros 

hematológicos acima citados. 

 

2.3. TRIATLO IRONMAN 

 
O triatlo é um esporte composto por três modalidades aeróbias seqüenciais e 

contínuas que combina natação, ciclismo e corrida. O Ironman triatlo compreende 3,8 km 

de natação, 180 km de ciclismo e 42,195 km de corrida. A média de tempo total para os 10 

primeiros finalistas masculinos do Ironman do Havaí 2005 foi de 8h 23min. Existem 

variações no tempo para completar a prova devido a mudanças ambientais e de terreno 
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entre os locais dos eventos. Neste tipo de competição o atleta se alimenta principalmente 

durante a etapa do ciclismo (ROWLANDS, 2000). 

Pode-se caracterizar o triatleta de longa distância em relação ao consumo máximo 

de oxigênio (valores para triatletas de sub-elite no cicloergômetro entre 60,5 e 64,3 mL.kg-

1.min-1, na esteira rolante entre 63,7 e 69,9 mL.kg-1.min-1), e ao percentual de gordura 

(entre 6 a 11 %, considerando o modelo de dois compartimentos: massa gorda e massa 

livre de gordura) (ROWLANDS, 2000). 

Triatletas em treinamento para Ironman despendem com o treinamento em média 

18.000 kcal semanais. Além disso, fornecem um modelo único para estudar os efeitos do 

estresse induzido pelo exercício e os efeitos do treinamento prolongado nos processos 

fisiológicos. 

 

2.4. ASPECTOS NUTRICIONAIS 

 

Vários métodos podem ser usados para avaliar o consumo alimentar dos indivíduos. 

Sua validade e reprodutibilidade dependem da habilidade do investigador e da cooperação 

do investigado. Não existe um método de avaliação dietética ideal. Independente do 

método escolhido ele possui vantagens e desvantagens. 

No método prospectivo de registro alimentar estimado, o indivíduo registra no 

momento do consumo, todo o alimento e bebida ingeridos num período que varia de um 

dia a uma semana. Costuma-se utilizar o registro de três dias, incluindo um dia do final de 

semana. As quantidades ingeridas são estimadas em medidas caseiras pelo indivíduo e 

depois convertidas em gramas pelo pesquisador. Vantagens: não depende da memória, 

proporciona maior acurácea e precisão quantitativa dos alimentos, identifica tipos de 

alimentos e preparações consumidos e horários das refeições. Desvantagens: pode 

interferir no padrão alimentar, requer tempo, exige que o indivíduo saiba ler e escrever, a 

subestimação é comum, exige alto nível de motivação e colaboração, apresenta dificuldade 

para estimar a quantidade ingerida. 

Conforme Braakhuis et al. (2003), a variabilidade entre diferentes investigadores na 

estimação dos dados de ingestão alimentar em atletas de elite, se dá de forma diferente 

conforme o nutriente avaliado, sendo o colesterol e as vitaminas C e A as que apresentam a 

maior variabilidade, e menor variabilidade em energia, carboidratos e magnésio. 
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Como limitações podemos citar as tabelas e softwares de composição de alimentos 

como potenciais fontes de erro. As principais fontes de dados disponíveis na literatura 

nacional são incompletas em termos de nutrientes (sobretudo micronutrientes). As fontes 

de dados internacionais, provavelmente, não são verdadeiras para o teor de nutrientes 

consumidos no Brasil graças à variabilidade resultante de fatores ambientais, ao preparo e 

processamento dos alimentos (CUPARI, 2002). 

Apesar de tudo isso, o registro alimentar ainda é o método mais usado atualmente 

para avaliar a ingestão alimentar de grupos ou indivíduos (ZALCMAN et al., 2007). 

 

2.4.1. Nutrição no esporte 

 

Uma alimentação adequada constitui, em primeiro lugar, uma condição prévia para 

poder efetuar um esforço de certa intensidade e/ou duração. Em segundo lugar, tratará de 

equilibrar a perda hidroeletrolítica e energética durante o exercício, mediante o aporte 

exógeno de nutrientes logo no início e ao longo do mesmo, contribuindo para preservar o 

glicogênio muscular em esforços contínuos e prolongados. Em terceiro lugar, uma 

alimentação adequada assegura uma reposição rápida e eficiente dos substratos energéticos 

depletados durante o exercício e potencializa os processos anabólicos. É preciso levar em 

consideração o tipo, intensidade e freqüência do exercício, bem como as características 

próprias do atleta de massa corporal e estatura, com o objetivo de estimar a quantidade 

apropriada de energia (Kcal) e nutrientes (carboidratos, proteínas, lipídeos, vitaminas, sais 

minerais e água) que permitam ao desportista treinar em ótimas condições, obter os 

melhores resultados nas competições e facilitar uma pronta e eficaz recuperação após o 

esforço. O esportista deve submeter-se a um regime dietético adequado ao incremento de 

gasto que sofre (GONZÁLEZ-GROSS et al., 2001; TARNOPOLSKY, 2004; ZARYSKI & 

SMITH, 2005). 

Estudos clássicos estabeleceram que uma dieta rica em carboidratos melhora o 

desempenho, por manter as reservas de glicogênio. Alguns atletas são capazes de alcançar 

as recomendações nutricionais (VOGT et al., 2005). Mas muitos atletas preferem comer 

dietas moderadas em carboidratos, em torno de 43 a 55% do valor energético diário 

(ROWLANDS, 2000). 
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O tempo de exercício necessário para completar o Ironman pode variar de 8 a 17 

horas, o que cria desafios fisiológicos únicos, tais como a homeostase de líquidos e o 

balanço energético (LAURSEN & RHODES, 1999). O gasto calórico para este evento 

pode variar de 8.500 a 11.500 kcal (KREIDER, 1991). 

As Diretrizes da Sociedade Brasileira de Medicina Esportiva (SOCIEDADE..., 

2003) propõe as seguintes recomendações diárias: (a) energia entre 37 a 41 kcal.kg-1 de 

peso corporal podendo chegar até 50 kcal.kg-1 de peso corporal para atividades de longa 

duração ou treinos intensos; (b) carboidratos até 10g.kg-1 de peso corporal para adequada 

recuperação do glicogênio muscular; (c) proteínas entre 1,2 e 1,6g.kg-1 de peso corporal; e 

(d) lipídeos em torno de 1g.kg-1 de peso corporal, distribuídos na proporção de 1:1:1 entre 

saturados:monoinsaturados:poliinsaturados. 

No início do ano de 2000, um comitê da Food and Nutrition Board da United 

States National Academy of Sciences publicou a atualização das clássicas Recommended 

Dietary Allowance (RDA) com novas denominações e qualidade de informações, as agora 

denominadas Dietary Reference Intake (DRI) ou Ingestão Dietética de Referência 

(FOOD..., 1997; FOOD..., 1998; FOOD..., 2000; FOOD..., 2001; FOOD..., 2002). 

Neste novo conceito incluem-se além das recomendações diárias para cada 

nutriente, o Limite de Ingestão Máxima Tolerável (UL), ou seja, o mais alto nível de 

ingestão de um nutriente que não causará efeitos adversos à saúde da maioria das pessoas. 

Um valor de UL não pode ser entendido como recomendação permissível de ingestão 

dietética. Ainda não foram estabelecidos os efeitos benéficos para indivíduos saudáveis 

que consumam nutrientes acima da RDA (AMAYA-FARFAN et al., 2001). 

As DRI são valores numéricos estimados de consumo de nutrientes para uso no 

planejamento e avaliação de dietas para pessoas aparentemente saudáveis, englobando 

RDA, ingesta adequada (AI) e limite de ingestão máxima tolerável. 

A RDA para um nutriente deve ser empregada para orientar a ingestão dietética 

média de indivíduos saudáveis, e pretende ser parâmetro para a avaliação de dietas de 

indivíduos, ou para o planejamento dietético destes. 

A AI (Adequate Intake ou Ingesta Adequada) é um valor de consumo 

recomendável, baseado em levantamentos, determinações ou aproximações de dados 

experimentais, ou ainda, de estimativas de ingestão de nutrientes para grupos de pessoas 

sadias, e que se considera adequado. É usada quando a RDA não pode ser determinada. 
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Requerimento dos antioxidantes (AMAYA-FARFAN et al., 2001): 

Vitamina C: devido ao seu alto poder redutor, o ácido ascórbico proporciona 

proteção contra a oxidação no meio aquoso da célula. A RDA para homens foi estipulada 

em 90 mg.d-1. Nessas doses ainda haverá baixa excreção de metabólitos urinários, 

indicando que a dosagem não é excessiva. A UL é de 2.000 mg.d-1. 

Vitamina E: a principal função do alfa-tocoferol é interromper as reações em cadeia 

da lipoperoxidação. A recomendação é de 15 mg.d-1 e a UL de 1.000 mg.d-1. 

Beta-caroteno e outros carotenóides pró-vitamínicos A: por não se considerar 

suficientes os dados consignados na literatura, não se emitiram DRI ou AI para beta-

caroteno, beta-criptoxantina e alfa-caroteno, mesmo na sua atividade pró-vitamínica. Da 

mesma forma não foram emitidos valores para UL devido à divergência dos estudos na 

literatura. Futuramente, talvez se chegue a um UL próximo dos 10 mg.d-1. A cautela da 

comissão aparentemente se justifica pela forma variável com que vários carotenóides 

agem; por exemplo, a característica do beta-caroteno de agir como antioxidante quando em 

baixas concentrações, e como pró-oxidante, quando em altas concentrações. 

Vitamina A: a RDA para homens acima de 19 anos é de 900 µg.d-1 de retinol ou 

3.000 UI.d-1  e a UL 3.000 µg.d-1 de retinol ou 10.000 UI.d-1. 

Selênio: funciona associado às seleno-proteínas, muitas das quais são enzimas que 

protegem contra a oxidação descontrolada no organismo. A recomendação de 55 µg.d-1 foi 

baseada na evidência de que é a ingestão de selênio que promove atividade máxima para a 

enzima glutationa peroxidase. A UL é de 400 µg.d-1. 

 

2.4.2. Nutrição e proteção antioxidante 

 
A melhora do sistema de defesa antioxidante enzimático que ocorre com o 

treinamento físico pode não ser suficiente para suprimir o estresse oxidativo induzido pelo 

exercício, e especula-se se uma suplementação antioxidante seria necessária para 

indivíduos saudáveis submetidos a exercício físico regular (ASHTON et al., 1998). Uma 

sugestão interessante seria estimular o consumo de alimentos ricos em antioxidantes 

(MARZATICO et al., 1997), já que existe uma relação entre o consumo de frutas e 

vegetais e as concentrações sangüíneas de antioxidantes (STRAIN et al., 2000). 
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Antioxidante alimentar é toda substância na dieta capaz de reduzir 

significativamente os efeitos adversos produzidos por espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, e que possuam função normal no organismo (AMAYA-FARFAN et al., 2001). 

Mastaloudis et al., (2004a) observaram um menor dano oxidativo ao DNA, em um 

grupo de mulheres corredoras que foram suplementadas ao longo de seis semanas com 

1000 mg de vitamina C e 300 UI de alfa-tocoferol em comparação ao grupo placebo, após 

uma ultramaratona de 50 km. 

A suplementação antioxidante pode ser feita via dietética ou suplementar. A fibra 

da dieta pode ser parcialmente responsável pela baixa biodisponibilidade de carotenóides 

via dietética comparada a suplementos purificados. Foi observada uma redução na 

biodisponibilidade de beta-caroteno, licopeno e luteína ingeridos sob forma de suplemento 

misto causada pela presença de diferentes fibras dietéticas (RIEDL et al., 1999). 

Alguns estudos usando suplementação de antioxidantes, em especial as vitaminas 

antioxidantes, têm mostrado um efeito pró-oxidante em atletas participando de exercícios 

de longa duração (NIEMAN et al 2004; McANULTY et al 2005). Em geral, as doses das 

vitaminas usadas de forma suplementar são muito maiores que as possíveis de serem 

consumidas através da alimentação. 

Outro aspecto importante é que dietas desequilibradas e inadequadas podem expor 

o atleta a um maior risco de deficiências no sistema de defesa antioxidante. 

Os estudos com atletas de ultra-resistência têm focado na investigação da 

intensidade do exercício e sua relação com o desempenho; predominância de combustível, 

necessidade energética e estresse térmico durante a prova; assim como avaliação de 

parâmetros fisiológicos e bioquímicos de freqüência cardíaca, consumo de oxigênio, 

concentração de lactato, quociente respiratório, atividade de enzimas do metabolismo 

energético, entre outros (LAURSEN & JENKINS, 2002a; LAURSEN et al, 2002b; 

LAURSEN et al 2000; KREIDER et al 1988a; O’TOOLE, 1989). 

Tendo em vista a escassez de estudos longitudinais em populações de atletas, 

relacionando o estresse oxidativo induzido pelo exercício de ultra-resistência, em especial 

com controle nutricional a partir da dieta, os autores do presente projeto desenvolveram a 

metodologia descrita a seguir para a coleta de informações sócio-demográficas, de campo e 

laboratoriais, em uma amostra de triatletas em treinamento para uma competição de 

Ironman. 
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3. PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

3.1. Delineamento 

 
Estudo longitudinal, prospectivo, cruzado. 

 

No delineamento cruzado (crossover) metade dos participantes é alocada 

aleatoriamente para iniciar o estudo no período-controle e então mudar para o tratamento 

ativo; a outra metade faz o contrário. Essa abordagem permite análises inter e intragrupos. 

Adotou-se este desenho, em função de suas vantagens por minimizar o potencial de 

confundimento, pois cada participante serve como seu próprio controle, e aumentar o poder 

estatístico do ensaio, de forma que seja necessário um menor número de participantes.  

 

3.2. População e Amostra 

 
A população em estudo foi composta por triatletas do sexo masculino, com mais 

de 18 anos de idade e em treinamento para uma competição de Ironman. 

A amostragem foi do tipo não probabilística (intencional). 

No Ironman realizado na cidade de Florianópolis em 29 de maio de 2005 

participaram 24 atletas gaúchos do gênero masculino. Destes, 17 residiam em Porto Alegre 

e o restante distribuídos nas cidades de Viamão, São Leopoldo, Caxias do Sul e Santa 

Maria (dados obtidos no site oficial da Federação Gaúcha de Triatlo: www.fgtri.org.br). 

Fizeram parte deste estudo 13 triatletas, 12 residentes em Porto Alegre, e um 

participante residente em São Leopoldo. Não houve cálculo amostral em função do número 

reduzido de atletas praticantes de Ironman. Além disso, alguns indivíduos que praticam o 

esporte referem desconforto à idéia de coletar sangue. 

O estudo foi realizado no Laboratório de Pesquisa do Exercício (LAPEX) da 

Escola de Educação Física da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) na 

cidade de Porto Alegre. 

 

3.3. Instrumentos de Medida 

 
Para este projeto foram utilizados os seguintes instrumentos: 
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Coleta de dados 

Identificação (nome completo), data de nascimento (dia/mês/ano), telefone 

(residencial, comercial e celular), endereço eletrônico, doenças (qualquer doença prévia ou 

atual do atleta), uso de medicamentos e/ou suplementos alimentares (prévio e atual), 

tabagismo (fez uso de cigarros ou assemelhados no último ano), dados antropométricos 

(massa corporal, estatura, medidas de dobras cutâneas: tríceps, subescapular, abdominal, 

coxa, suprailíaca, peitoral e axilar) (Anexo I). 

 

Balanças 

1 – Para determinação da massa corporal foi utilizada uma balança eletrônica, 

modelo PS - 180 da marca Urano, RS/Brasil, com carga máxima de 180 Kg e precisão de 

100g. 

2 – Para equilibrar os tubos de sangue antes de colocar na centrífuga refrigerada, 

foi utilizada uma balança de equilíbrio. 

 

Compasso de dobras cutâneas 

Para medição das dobras cutâneas, foi utilizado o compasso slim guide com 

precisão de 1mm. No projeto piloto foi utilizado o compasso Lange. 

 

Fita antropométrica 

Para auxiliar na localização das medidas de dobras cutâneas foi utilizada uma fita 

antropométrica de metal de 2m de comprimento, marca Lufkin, com precisão de 1mm. 

 

Estadiômetro 

Para medir a estatura foi utilizado um estadiômetro constituído por escala métrica, 

na qual desliza um cursor que mede a estatura do indivíduo na posição de pé. A escala é 

fixa a uma base apoiada no solo, com precisão de 1mm. 

 

Software de nutrição 

Foi utilizado o Programa de Apoio à Nutrição NutWin versão 1.5 (2002), do 

Departamento de Informática em Saúde da Universidade Federal de São Paulo. As tabelas 

de alimentos utilizadas no programa são do departamento de agricultura dos EUA. Além 
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disso, foram incluídos dados da Tabela para Avaliação de Consumo Alimentar em 

Medidas Caseiras (PINHEIRO, 2005), da Tabela de Composição de Alimentos (PHILIPPI, 

2002) e adição de alimentos regionais a partir da informação nutricional contida no rótulo 

do alimento. 

 

Monitor de freqüência cardíaca 

Durante os testes de laboratório os sujeitos utilizaram o monitor de freqüência 

cardíaca marca Polar, modelo S610. 

 

Espirômetro (analisador de gases) 

Foi utilizado um analisador de gases modelo MGC CPX/D da Medical Graphics 

Corporation (St. Paul, EUA). 

 

Ergômetros 

Os testes foram realizados em: (a) esteira rolante marca Quinton Instruments, 

Seatle, USA; (b) cicloergômetro CardiO2. 

 

Centrífuga refrigerada 

Uma centrífuga de mesa refrigerada modelo PK 120-R, marca ALC International 

SRL, Milão, Itália, foi utilizada para separar o plasma e glóbulos vermelhos (elementos 

figurados), e para lavagem dos glóbulos para posterior preparo e armazenamento. 

 

Geladeira 

Para refrigerar as amostras sangüíneas antes do transporte, foi utilizada uma 

geladeira Cônsul Pratice 410 Biplex. 

 

Ultra freezer 

Para acondicionar as amostras sangüíneas até o momento da análise foi utilizado o 

ultra freezer Nuaire. 
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Contador beta 

O contador LKB Wallac Rack Beta Liquid Scintillation Counter – 1209; LKB 

Producter AB, Bromma, Suécia, foi utilizado para a medida da quimiluminescência e da 

capacidade antioxidante total. O circuito de coincidência desconectado, utilizando o canal 

de trítio. 

 

Espectrofotômetros 

O espectrofotômetro UV-Visible Spectrophotometer – Cary 1E, foi utilizado para 

a mensuração das carbonilas e da atividade das enzimas antioxidantes. 

O espectrofotômetro Spectronic 20 Genesis Spectrophotometer, Spectronic 

Instruments, foi utilizado para a mensuração do ácido úrico, TBARS, compostos fenólicos, 

grupamentos sulfidril e creatina quinase. 

 

 

Estes instrumentos encontram-se nos laboratórios de fisiologia e bioquímica do 

Laboratório de Pesquisa do Exercício (LAPEX) da Escola de Educação Física, do 

Laboratório de Espécies Ativas de Oxigênio (LEAO) e do Centro de Estudos em Estresse 

Oxidativo (CEEO) do Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS), todos pertencentes à 

UFRGS. 

 

3.4. Seqüência Experimental 

 
As fontes de dados foram coletadas com cada um dos participantes. Todos os 

dados foram coletados unicamente para fins deste projeto de pesquisa e serão relatados 

somente em conjunto. A participação foi voluntária. Os procedimentos de sigilo e proteção 

de dados serão discutidos no item 3.8. Aspectos Éticos, abaixo. 

Todos os indivíduos que aceitaram participar foram informados do objetivo do 

estudo, dos riscos, benefícios e eventuais desconfortos e assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido (anexo II). 

Na entrevista inicial, foi aplicado o PAR-Q, questionário sobre prontidão para 

atividade física (anexo III), com o objetivo de excluir indivíduos que tivessem condição 

imprópria de participar do estudo. 
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Critérios de inclusão 

 
Ser atleta de triatlo há pelo menos 1 ano, ou seja, estar em treinamento visando 

uma competição de longa duração, o Ironman, e participando de competições nas mais 

diversas distâncias (short, olímpico, ou Ironman). 

Não ser fumante e não estar utilizando medicação analgésica ou antiinflamatória 

durante o período do estudo. 

Não estar utilizando suplementos de vitaminas, minerais ou outros com o objetivo 

de melhorar o desempenho, ou ainda produtos herbais. Caso o participante confirmasse o 

uso de suplemento foi sugerido que o mesmo descontinuasse o uso por um mês antes do 

início e durante o período do estudo. Conforme Mastaloudis et al. (2001), um mês é tempo 

suficiente para que os antioxidantes voltem aos níveis basais (washout). 

Todos os atletas realizaram um eletrocardiograma em repouso e fizeram uma 

avaliação com o médico cardiologista de nosso laboratório (LAPEX). 

 

Intervenção nutricional 

 
Os atletas foram divididos em dois grupos: controle e intervenção. A entrada dos 

indivíduos nos diferentes grupos se deu por ordem de chegada no estudo. 

Os atletas do estudo receberam uma dieta individualizada, orientada por 

nutricionista esportiva, observando as necessidades de energia e macronutrientes, frente ao 

desafio dos crescentes volumes de treino, que contemplasse os nutrientes antioxidantes 

como vitamina C, vitamina E e vitamina A, conforme proposto por Marzatico et al., 

(1997). 

O grupo controle recebeu uma dieta contendo 100% da recomendação para as 

vitaminas A e E, e 200% para a vitamina C. o grupo intervenção recebeu uma dieta 

contendo quantidades de antioxidantes entre a RDA e o limite de ingestão máxima 

tolerável (UL), ou seja, 200 % das vitaminas A e E, e 500% da vitamina C, todos dentro 

das recomendações de Ingestão Dietética de Referência (FOOD..., 1997; FOOD..., 1998; 

FOOD..., 2000; FOOD..., 2001; FOOD..., 2002). 

Cada grupo realizou a dieta indicada por duas semanas consecutivas. Após esse 

período os atletas passaram por um mês de intervalo, considerado período de washout. 

Durante o intervalo foi dito aos atletas que retomassem a sua alimentação convencional. 
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Após o washout os grupos foram cruzados e realizaram a outra dieta por duas semanas 

consecutivas. Sempre ocorreu coleta sangüínea antes e após as intervenções dietéticas. 

Com o objetivo de aumentar a aderência dos atletas à dieta sugerida para cada 

grupo (controle e intervenção) foi utilizada a técnica de Entrevista Motivacional (MILLER, 

2001). O uso da entrevista motivacional aumenta a probabilidade de que uma pessoa se 

envolva e que possa aderir a uma proposta de mudança. Para tanto, em cada um dos dois 

períodos de 14 dias de dieta, uma pessoa da equipe com treinamento específico nesta 

técnica fez contato telefônico com cada atleta a cada quatro dias até que se completassem 

os 14 dias de dieta. 

Após este período um novo washout de um mês foi realizado. Todos os atletas 

receberam uma última intervenção com suplemento de antioxidantes obtidos em farmácia 

de manipulação. Após duas semanas de suplementação uma nova amostra de sangue foi 

coletada e os atletas continuaram ingerindo o suplemento até completar oito semanas, onde 

a última coleta sangüínea foi realizada. 

 

Planejamento 

 

Ao longo de todo o mês de agosto foi realizado um washout inicial com todos os 

atletas. Também foram realizados os testes iniciais de eletrocardiograma, potência aeróbia 

máxima ( máx2OV& ) em esteira e cicloergômetro, antropometria, inquérito alimentar e de 

exercício. Todo o planejamento pode ser visualizado nas tabelas 1 a 4. 

 

Tabela 1 – Planejamento experimental em agosto de 2005. 

D S T Q Q S S 
7 8 9 10 11 12 13 ECG e 

antropom. 
14

  
15 máx2OV&  16 máx2OV&  17 máx2OV&  18 máx2OV&  19 máx2OV&  

20  

21 22
máx2OV&  23

máx2OV&  24
máx2OV&  25

máx2OV&  26
máx2OV&  27 

28 29 30 Sangue 31 Dieta    
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Tabela 2 - Planejamento experimental em setembro de 2005. 

D S T Q Q S S 
    1  Dieta 2 Dieta 3 Dieta 

4 Dieta 5 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8 Dieta 9 Dieta 10 Dieta 
11 Dieta 12 Dieta 13 Dieta 14 Sangue 15  16  17 

* A dieta seguiu até dia 13/09/05, no dia 14/09/05 houve coleta de sangue e a partir daí 

intervalo washout. 

 

Tabela 3 - Planejamento experimental em outubro de 2005. 

D S T Q Q S S 
9  10 11 Sangue 12 Dieta 13 Dieta 14 Dieta 15  Dieta 
16 Dieta 17 Dieta 18 Dieta 19 Dieta 20 Dieta 21 Dieta 22 Dieta 

23 Dieta 24 Dieta 25 Dieta 26 Sangue 27  28 29 

* A dieta aconteceu do dia 12/10/05 ao dia 25/10/05, dia 26/10/05 houve coleta de sangue 

e a partir daí intervalo washout. 

 

Novembro de 2005 – Intervalo washout até dia 22/11/05, dia 23/11/05 houve 

coleta de sangue, iniciando a suplementação também no dia 23/11/05. 

 

Tabela 4- Planejamento experimental em dezembro de 2005. 

D S T Q Q S S 
    1  Suplem 2 Suplem 3 Suplem 

4 Suplem 5 Suplem 6 Suplem 7 Sangue 8 Suplem 9 Suplem 10 Suplem 
11 Suplem 12 Suplem 13 Suplem 14 Suplem 15 Suplem 16 Suplem 17 Suplem 

18 Suplem 19 Suplem 20 Suplem 21 Suplem 22 Suplem 23 Suplem 24 Suplem 

25 Suplem 26 Suplem 27 Suplem 28 Suplem 29 Suplem 30 Suplem  

* Suplementação todo mês, havendo coleta de sangue dia 07/12/05. 

Janeiro de 2006 – suplementação todo o mês, havendo a última coleta de sangue 

dia 18/01/06. 
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Registro alimentar e de exercício 

 
Foi entregue aos indivíduos um registro alimentar de três dias (anexo IV) que foi 

preenchido e devolvido aos pesquisadores. Também foi solicitado que o atleta fornecesse 

sua planilha de treinamento semanal, coincidente com o período de registro alimentar, com 

o objetivo de estimar o gasto calórico com o exercício. 

O gasto calórico específico com os exercícios de natação, ciclismo e corrida foram 

estimados com base na tabela de gasto com exercício (AINSWORTH et al., 1993). 

O registro alimentar de três dias foi calculado por nutricionista, com treinamento 

na área de nutrição esportiva, a fim de identificar se os padrões alimentares atuais (ingesta 

calórica e distribuição de macro e micronutrientes) estavam de acordo com a Ingesta 

Dietética de Referência e as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Medicina Esportiva 

(SOCIEDADE..., 2003), assim como à fase do treinamento em que se encontravam. Esse 

registro foi utilizado como base para o cálculo das dietas por considerar os hábitos 

alimentares, locais e horários de refeições de cada indivíduo. 

O procedimento de registro alimentar obedeceu a seguinte metodologia: 

Foi solicitado que cada atleta registrasse todos os alimentos consumidos em três 

dias da semana de sua alimentação, sendo um dia atípico (dia atípico: final de semana) e 

dois dias típicos (dia típico: em geral os dias da semana, em que se segue uma rotina mais 

semelhante de alimentação). Assinalou-se que estes dias não precisavam ser consecutivos. 

Deviam ser descritas as refeições com os horários, as quantidades em medidas caseiras e se 

possível a marca do produto alimentício. 

Para minimizar erros na descrição das porções dos alimentos confeccionou-se um 

material com fotos (baseado no Registro Fotográfico para Inquéritos Dietéticos, 

ZABOTTO, 1996). Esse material foi distribuído e criteriosamente explicado para cada 

participante, constando os diferentes tamanhos de pratos, talheres, copos, quantidades 

(cheio, raso, normal), tamanhos (pequeno, médio e grande) para que os registros fossem 

detalhados e padronizados. 

Após o preenchimento dos registros por parte dos atletas, todas as anotações 

foram conferidas com os mesmos, para que não houvesse nenhuma dúvida quanto ao 

material anotado. Todos os registros alimentares foram calculados com o auxílio do 

software NutWin e as informações nutricionais da média dos três dias foi utilizada. 
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Cálculo da dieta 

 
A dieta de cada atleta foi elaborada individualmente, levando em consideração 

seus hábitos alimentares. Para o cálculo das necessidades de energia e nutrientes foram 

levados em consideração os registros alimentares e também um cálculo teórico da 

estimativa do gasto energético conforme proposto pelo Instituto de Medicina Americano 

(FOOD..., 2002). Mais especificamente, calculou-se uma média de ingestão de energia, 

macronutrientes e micronutrientes dos registros alimentares. Além disto, foi feita uma 

estimativa teórica da energia que cada atleta necessitava para suprir suas necessidades. 

Para tanto, o seguinte protocolo foi adotado: cada atleta devia descrever o tempo gasto em 

horas em cada uma de suas atividades diárias (como sono, caminhada, trabalho de 

escritório, sentado), porém sem contabilizar o tempo despendido com seu treinamento. As 

horas despendidas com o treinamento foram inicialmente contabilizadas como horas de 

sono, pois foram calculadas separadamente. 

A equação utilizada para calcular o gasto está descrita abaixo: 

EER= 662 - 9,53 x idade (anos) + PA x [15,91 x massa corporal (kg) + 539,6 x estatura (m)] 

Onde EER (Estimated Energy Requirement) corresponde ao requerimento de energia 

estimado, e PA (Physical Activity) ao nível de atividade física. 

Conforme o número de horas que o sujeito fica envolvido em dormir, permanecer 

sentado, trabalhando em pé, com atividades domésticas leves ou pesadas, é atribuído um 

fator atividade (FA). 

O fator atividade (FA) diária do indivíduo corresponde a um nível de atividade 

física (PA), o qual pode ser identificado no quadro 2, e é então utilizado na equação da 

EER descrita acima. 

 

Quadro 2 – Fator atividade 

DRI PA FA 

sedentário 1,00 (≥1 <1,4) 

leve 1,11 (≥1,4 <1,6) 

ativo 1,25 (≥1,6 <1,9) 

muito ativo 1,48 (≥1,9 <2,5) 
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Composição corporal 

 
Com o objetivo de caracterizar a amostra foi estimada a composição corporal. 

Para tanto se utilizou a técnica de dobras cutâneas, empregando a equação de predição 

específica para atletas, composta por sete dobras cutâneas, proposta por Jackson (1978). 

Como referência, triatletas do sexo masculino tem tipicamente entre 6 e 11 % de gordura 

corporal (ROWLANDS, 2000). 

 

Procedimentos para os testes de exercício 

 
Os atletas foram orientados verbalmente e por escrito (ANEXO V) a não 

consumir café ou qualquer tipo de bebidas alcoólicas bem como a não realizar exercícios 

físicos intensos nas 24 horas que antecediam os testes. Foi solicitado a todos os 

participantes que comparecessem no dia previamente marcado trajando roupas e calçados 

adequados para os testes. Para os testes máximos os sujeitos foram instruídos a ingerir seu 

desjejum habitual, cuidando para não realizar o exercício em jejum, ou com intervalo de no 

mínimo 1 hora entre o desjejum e o teste, tentando evitar qualquer desconforto 

gastrintestinal ou mal estar durante o teste. O agendamento dos testes ocorreu de acordo 

com as possibilidades de horário dos participantes. 

 

Testes nos ergômetros 

 
O equipamento de calorimetria indireta era ligado uma hora antes do primeiro 

teste, para aquecimento e estabilização das células de análise de gases. Em seguida 

realizava-se a calibração manual dos gases. Este procedimento foi adotado em todos os 

dias de teste. A calibração do espirômetro inclui procedimentos de calibração do 

pneumotacógrafo e do analisador de gases. Uma calibração completa foi realizada pelo 

menos uma vez por dia. Se as condições do teste fossem alteradas durante o dia por 

qualquer razão (i.e., alterações consideráveis na temperatura e/ou pressão atmosférica ou 

falta de energia elétrica), o procedimento completo era repetido. 
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Procedimentos: 

a) informação das condições ambientais: antes do inicio do processo de calibração 

foram informadas temperatura ambiente, pressão atmosférica e umidade relativa do ar. 

b) calibração do volume no pneumotacógrafo: inicialmente foi feita 

eletronicamente pelo sistema a calibração do volume zero no pneumotacógrafo. Nesse 

momento era importante assegurar que não houvesse movimento do ar ou que se respirasse 

perto do pneumotacógrafo, podendo introduzir fluxo. Em seguida, foi realizada a 

calibração do volume com cinco injeções e ejeções de ar em diferentes velocidades através 

do pneumotacógrafo com uma seringa de três litros. 

c) calibração do analisador de gases: consistia no ajuste das concentrações de O2 e 

CO2 de acordo com as concentrações dos cilindros de referencia (21% O2 e nitrogênio para 

balanço) e de calibração (12% O2, 5,09% CO2, e nitrogênio para balanço), da empresa Air 

Products. Por último, foi feita a medida da phase delay, ou seja, a diferença de tempo entre 

a detecção de fluxo pelo pneumotacógrafo, praticamente instantânea, e as medidas das 

concentrações dos gases pelo analisador. 

Durante os testes foram registrados os seguintes parâmetros: consumo de oxigênio 

por minuto ( 2OV& ), produção de gás carbônico por minuto ( 2COV& ), ventilação por minuto 

( EV& ), pressão parcial de oxigênio ao final da expiração (PETO2), pressão parcial de gás 

carbônico ao final da expiração (PETCO2), razão de troca respiratória (RER), freqüência 

cardíaca, tempo e velocidade. 

 

Teste máximo 

 
Foram realizados testes de corrida e ciclismo para determinar as variáveis 

fisiológicas potência aeróbia máxima ( máx2OV& ) e limiar ventilatório, através de um teste de 

cargas progressivas, com o objetivo de caracterizar a amostra. 

Os indivíduos eram instruídos a fazer um breve alongamento antes do teste, e após 

a colocação dos aparatos de freqüência cardíaca e máscara de coleta de gases, ficavam 

sentados por aproximadamente 3 min antes do inicio do teste. 

O teste na esteira rolante foi realizado com protocolo em rampa com velocidade 

inicial de 5 km.h-1 e incremento de carga de 0,5 km.h-1 a cada 20 segundos. O teste no 
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cicloergômetro foi realizado com protocolo em rampa, velocidade inicial de 25 W e 

incremento de carga de 25 W.min-1. Todos os testes duraram entre 8 e 14 min. 

Para interromper o teste, pelo menos dois dos critérios a seguir deveriam ocorrer 

(i) freqüência cardíaca próxima da máxima prevista (220 menos a idade); (ii) platô na 

curva de consumo de oxigênio; (iii) taxa de troca respiratória maior que 1,15, (iv) através 

da solicitação voluntária do sujeito, ou qualquer outra situação que colocasse em risco a 

integridade do indivíduo. 

Após o período inicial de testes de potência aeróbia máxima, determinação de 

limiares ventilatórios e composição corporal, foi elaborada uma pasta com os resultados e 

entregue a cada um dos participantes. 

 

Coleta de sangue 

 
Todos os participantes realizaram a coleta de sangue pela manhã entre 6:30 e 8:00 

a.m., com 8h de jejum e em repouso, ou seja, sem ter praticado nenhum exercício desde o 

momento de acordar até a hora da coleta sangüínea. 

Um profissional treinado e habilitado, coletou 15 mL de sangue da veia da região 

antecubital, com seringa esterilizada e como anti-séptico álcool a 70%. Todas as seringas e 

agulhas foram descartadas em caixas de papelão especiais marca Descarpack, São Paulo/ 

Brasil, com capacidade de 13 litros. 

As coletas de sangue ocorreram em momentos distintos do treinamento conforme 

explicado anteriormente. 

 

3.5. Descrição das técnicas de análise sangüínea 

 
O sangue foi coletado e armazenado em tubos tipo Falkon contendo 300 µL da 

solução anticoagulante EDTA a 10%. 

Após a coleta, o sangue foi centrifugado por 5 minutos a 1.000g (3.000 rpm) para 

separação do plasma e elementos figurados. O plasma foi armazenado em tubos tipo 

ependorff de 1,5 mL e congelado imediatamente em freezer -80oC para posterior análise do 

TRAP, carbonilas, compostos fenólicos, grupamento sulfidrila, enzima creatina quinase, 

ácido úrico e TBARS. 
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Os eritrócitos foram lavados e centrifugados três vezes com igual volume de 

solução fisiológica. Uma parte usada para análise da quimiluminescência. Os glóbulos 

lavados foram preparados e congelados a -80oC para posterior análise das enzimas 

antioxidantes. 

Uma parte do sangue integral foi reservada em tubos separados para a análise dos 

parâmetros hematológicos, e encaminhada no mesmo turno da coleta para o laboratório 

Weinmann onde foram feitas as análises. O estudo recebeu apoio do laboratório Weinmann 

para a análise da ferritina, eritrograma e reticulócitos. 

 

Parâmetros hematológicos 

 
Para o eritrograma foi utilizado o analisador automático Sysmex SE9500, para os 

reticulócitos foi acoplado o módulo RAM ao equipamento acima, usando o corante 

auramina e com citometria de fluxo para detecção e quantificação dos reticulócitos. Para a 

ferritina foi utilizado o equipamento Vitros ECI, da Ortho Clinical Diagnostics, pela 

técnica de quimiluminiscência. 

 

Oxidação de proteínas – Método das carbonilas 

 
Grupos carbonilas, aldeídos e cetonas podem ser introduzidos em proteínas por 

diversas reações, e o aparecimento de tal grupo carbonila é tomado como provável 

evidência de modificação oxidativa. A palavra provável é importante porque a presença de 

grupos carbonilas é certamente uma modificação não exclusivamente oxidativa. Por 

exemplo, glicação de proteínas pode adicionar grupos carbonilas em resíduos de 

aminoácidos. Apesar dessa cautela, o ensaio de grupos carbonilas em proteínas forneceu 

uma técnica conveniente para detectar e quantificar a modificação oxidativa das proteínas. 

A avaliação das carbonilas foi realizada de acordo com o método descrito por 

Reznick & Packer (1994). O método consiste na reação da dinitrofenilhidrazina (DNPH) 

com as carbonilas das proteínas formando hidrazonas que podem ser medidas 

espectrofotometricamente. É uma técnica com alta reprodutibilidade podendo detectar 

níveis de carbonilas em vários sistemas. 

Para a realização do experimento foram utilizados os reagentes: 

• Guanidina (PM 95,53): 5,73 g em 10mL de ácido HCl (2,5M) pH 2,5; 
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2,4 DNPH: 19,8mg em 10mL de ácido HCl 2,5M; 

• TCA 20% P/V; 

• TCA 10% P/V; 

• Etanol – acetato de etila 1:1 (V/V). 

Para calcular a proteína utiliza-se uma curva padrão de albumina bovina, 

dissolvida em guanidina 6M e medida em espectrofotômetro a um comprimento de onda 

de 280 nm. Para realização da curva de albumina utiliza-se: 

• 0,2mg albumina / 0,4 mL de guanidina corresponde a 0,5 mg/mL; 

• 0,4mg albumina / 0,4 mL de guanidina corresponde a 1 mg/mL; 

• 0,6mg albumina / 0,4 mL de guanidina corresponde a 1,5 mg/mL. 

Primeiro coloca-se 0,8 mL de DNPH com 0,2 mL de plasma para que ocorra 

reação do DNPH com as carbonilas da amostra. Para cada amostra, utiliza-se outro tubo 

onde se mede a proteína total da amostra. Este tubo é utilizado como “branco”, e as 

concentrações utilizadas são as mesmas utilizadas para medida das carbonilas. Neste tubo 

coloca-se 0,2 mL de amostra e 0,8 mL de HCl 2,5 M. Os tubos são incubados por uma 

hora, preferencialmente no escuro e agitados a cada quinze minutos. 

A partir da primeira etapa, descrita acima, as demais são realizadas da mesma 

forma, tanto para os tubos onde se utilizou DNPH quanto para os tubos onde serão 

avaliadas as proteínas.  

Após é adicionado 1 mL de solução de TCA 20 % em ambos os tubos. Colocam-

se os tubos no gelo por 10 minutos e centrifuga-se por cinco minutos em centrífuga 

refrigerada a 3000 rpm. Usar o precipitado, o sobrenadante é descartado. 

Em seguida, acrescenta-se ao precipitado 0,8 mL de TCA 10 % e agita-se 

mecanicamente com bastão de vidro. Centrifuga-se por cinco minutos. Finalmente o 

precipitado é lavado por três vezes com 0,8 mL de etanol – acetato de etila para remover o 

DNPH livre e lipídios contaminantes. 

O precipitado final é dissolvido em 0,4 mL de guanidina 6M e agitado por 10 

minutos à 37oC. O material insolúvel é removido por centrifugação adicional. O 

sobrenadante é lido em espectrofotômetro a 360 nm. No tubo onde se mede a proteína total 

da amostra, lê-se em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 280 nm. Os 

resultados foram expressos em nmol.mg proteína-1. 
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Quantificação de proteínas 

 
As proteínas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al. (1951), 

que utiliza como padrão uma solução de albumina bovina na concentração de 1mg.mL-1. 

Para realização deste ensaio serão utilizados os seguintes reagentes: 

• Reativo de folin ciocaulteu diluído em água destilada na proporção de 1:3; 

• Reativo C, que é composto por 50 mL do reativo A, 0,5 mL do reativo B1 

e 0,5 mL do reativo B2, onde os reativos A, B1 e B2 são respectivamente: 

NaHCO3 (bicarbonato de sódio) 2% em NaOH (hidróxido de sódio) 0,1N; 

CuSO4.5H2O (sulfato de cobre) 1%; 

KNaC4H4O6.4H2O (tartarato de sódio e potássio) 2%. 

 

Em tubos de ensaio, são adicionados 20 µL de glóbulos vermelhos, previamente 

preparados para análise das enzimas, em 0,78 mL de água destilada e 2 mL de reativo C 

preparado a fresco, aguardando-se 10 minutos. Depois, adiciona-se 0,2 mL do reativo de 

folin ciocaulteu, os tubos agitados e aguarda-se mais 30 min. Após, a solução adquire uma 

coloração azulada que é medida no espectrofotômetro a 625 nm.  

O cálculo é feito utilizando-se um fator de correção médio calculado a partir da 

curva de calibração construída utilizando-se a solução padrão de albumina bovina. Todas 

as amostras são feitas em duplicata, e a média das absorbâncias utilizada nos cálculos dos 

resultados das enzimas. 

 

Superóxido dismutase eritrocitária 

 
A enzima superóxido dismutase (SOD) catalisa a dismutação do ânion radical 

superóxido (O2
•-) em peróxido de hidrogênio (H2O2), que é menos reativo e pode ser 

degradado por outras enzimas, como a catalase e a glutationa peroxidase. 

2 O2
•- + 2H+  →  H2O2 

  SOD 

A técnica utilizada para determinação da SOD está baseada na inibição da reação 

de geração do radical superóxido a partir da auto-oxidação do pirogalol quando em meio 

básico. A SOD presente na amostra catalisa a reação e reduz a quantidade de O2
•-, assim há 
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uma redução da absorbância no sistema de medição. Portanto, quanto maior a concentração 

de SOD na amostra, menor a auto-oxidação do pirogalol. 

Neste ensaio, não se pode determinar a concentração da enzima nem sua atividade 

em termos de substrato consumido por unidade de tempo, por isso, se utiliza a 

quantificação em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade 

de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidação do pirogalol. A oxidação do 

pirogalol leva à formação de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a 

420 nm. A atividade da SOD é determinada medindo-se a velocidade de formação do 

pirogalol oxidado (MARKLUND, 1985). 

Para realização deste ensaio foram utilizados os seguintes reagentes: 

• Solução tampão (tris-base na concentração de 50 mM; EDTA na 

concentração de 1 mM em pH 8,2); 

• Pirogalol 24 mM (em ácido clorídrico a 10 mM); 

• Enzima catalase a 30 µM. 

Para se ter o resultado em unidade de SOD, necessita-se de um fator de 

calibração. Por isso, faz-se necessário a construção de uma curva padrão utilizando três 

concentrações distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual será obtida a equação 

da reta para realização dos cálculos. Desta forma, calcula-se o fator de calibração 

necessário para converter a porcentagem de inibição da auto-oxidação em unidades de 

enzima. 

Em cubeta de quartzo são adicionados 988 µL de tampão e 4 µL de catalase. Zera-

se o espectrofotômetro e adiciona-se 8 µL de pirogalol, observando a auto-oxidação do 

mesmo. Desta forma, obtemos o máximo (100 %) de oxidação desta substância, para 

calcular a percentagem de inibição causada pela SOD da amostra. Com a amostra, 

procede-se da mesma forma, apenas com o reajuste do volume de tampão para 985 µL e de 

amostra para 5 µL, para se ter um volume final de 1 mL. Os resultados são expressos em 

unidades de SOD por miligrama de proteína (U SOD.mg proteína-1). 

 

Catalase 

 
A atividade da catalase (CAT) é diretamente proporcional à taxa de decomposição 

do peróxido de hidrogênio, e obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem. Sendo 
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assim, a atividade da enzima catalase pode ser medida através da avaliação do consumo do 

peróxido de hidrogênio. 

 

2 H2O2  → H2O + O2 
CAT 

Este teste consiste em avaliar a diminuição da absorbância no comprimento de 

onda de 240 nm, utilizando-se cubetas de quartzo (BOVERIS & CHANCE, 1973). 

Para realização deste ensaio são utilizados os seguintes reagentes: 

• Solução tampão constituída de fosfatos a 50 mM e pH 7,4; 

• Peróxido de hidrogênio 0,3 M. 

Em cubeta de quartzo são adicionados 975 µL do tampão fosfato e 10 µL de 

amostra de sangue, esta cubeta é colocada no espectrofotômetro e descontada contra um 

branco de tampão fosfato. Após, são adicionados 15 µL do peróxido de hidrogênio e feito 

o monitoramento da diminuição da absorbância no comprimento de onda selecionado.  

Os resultados são expressos em picomoles por miligrama de proteína (pmol.mg 

proteína-1 ). 

 

Glutationa peroxidase 

 
A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reação de hidroperóxidos com a 

glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redução 

do hidroperóxido, por isso a sua atividade pode ser determinada medindo-se o consumo de 

NADPH na reação de redução acoplada à reação da GPx. 

2 H2O2 + 2 GSH  →  GSSG + 2 H2O  
   GPx 

GSSG + NADPH + H+  →  2GSH + NADP+ 

GR 

A amostra é previamente preparada adicionando-se uma mistura de cianetos 

(cianeto de potássio - KCN 9 mM e ferrocianeto de potássio - K3[Fe(CN)6] 0,9 mM), para 

inibir a atividade pseudo peroxidase da hemoglobina. Inicialmente utiliza-se a mistura de 

cianetos para se obter o reativo de Drabkin, para medir a quantidade de hemoglobina. 

Depois de conhecida a concentração de hemoglobina, estas mesmas soluções são 
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utilizadas, em diferentes proporções, para se obter a solução transformante, que vai 

transformar toda a hemoglobina em cianometaemoglobina. 

Solução transformante: 

• 5 mL de KCN 9 mM; 

• 5 mL de K3[Fe(CN)6] 0,9 mM. 

A atividade da GPx é medida em espectrofotômetro. É monitorada a diminuição 

de absorbância do NADPH a 340 nm (FLOHÉ & GUNZLER, 1984). 

Para realização deste ensaio são utilizados os seguintes reagentes: 

• Solução tampão de fosfatos 143 mM e EDTA 1 mM, com pH 7,5; 

• NADPH 0,24 mM; 

• Azida sódica 1 mM, utilizada para inibir a atividade da catalase; 

• Hidroperóxido de tert-butila 0,5 mM; 

• Glutationa redutase (GR) 0,25 U.mL-1; 

• Glutationa (GSH) 5 mM. 

Em cubeta de quartzo são adicionados 715 µL de tampão, 33 µL de NADPH, 10 

µL de azida sódica, 50 µL de hidroperóxido de tert-butila e 17 µL de GR. A absorbância é 

registrada por um período de aproximadamente 1 minuto, até haver estabilização da linha 

base. Após, são adicionados 50 µL de GSH, e a diminuição da absorbância monitorada por 

aproximadamente 2 minutos, esta será considerada a absorbância 1. Finalmente são 

acrescentados 167 µL da amostra e monitorado por mais 2 minutos, e a diminuição da 

absorbância será devida ao consumo de NADPH e considerada a absorbância 2. Os 

resultados são expressos em micromoles por minuto por miligrama de proteína (mmol.min-

1.mg proteína-1). 

 

TBARS – Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

 
É um método capaz de estimar o dano ocasionado a lipídios de membrana. Técnica 

descrita por Draper & Hadley (1990). 

 

� Tampão em temperatura ambiente. 

� Retirar 300 µL, juntar com 600 µL TCA (2:1). 

� Centrifugar 2600 rpm, por 10 minutos. 
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� Reagir 500 µL do sobrenadante com 500 µL TBA (0,67%). 

� Ferver 20 minutos. 

� Resfriar 5 a 10 minutos. 

� Ler em 532 nm. 

      água destilada 

0     µL              TMP  (2nmol/mL)                   400 µL            (Branco) 

30   µL              TMP (2nmol/mL)                    370 µL 

60   µL              TMP (2nmol/mL)                    340 µL              (Curva) 

120 µL              TMP (2nmol/mL)                    280 µL                    

Resultados estão expressos em pmol.mg proteína-1. 

 

Quimiluminescência 

 
A quimiluminescência foi mensurada nos eritrócitos usando 400 mmol.L-1 de 

hidroperóxido de tert butil. A luz é emitida de uma reação entre o hidroperóxido de tert 

butil e os lipídeos, e é medida em um contador de cintilação, adaptado para contar a 

emissão de luz usando um canal de trítio. O meio de reação consistiu de 120 mmol.L-1 

KCl, 30 mmol.L-1 de tampão fosfato (pH 7,4). Resultados expressos em cps.mg Hb-1 

(GONZALEZ-FLECHA et al., 1991; LLESUY et al., 1990). 

 

Capacidade antioxidante total  

 
A medida de capacidade antioxidante total (TRAP), de acordo com a técnica 

descrita por Lissi et al. (1995), é baseada na avaliação da capacidade antioxidante da 

amostra em comparação com os valores obtidos através do trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-ácido carboxílico), que é considerado antioxidante padrão. 

A curva de calibração é feita adicionando 3 mL de tampão AZO {2,2-azo-bis(2-

amidinopropano)hidrocloruro} 20 mM-fosfato 50 mM (pH: 7,4) num vial de cintilação e 

agregando 10µL de luminol (5-amino-2,3-dehidro-1-4-ftalazinediona) 5,6 mM. Faz-se a 

leitura basal no contador beta, observando se os valores iniciais estão acima de 50.000 cps. 

Agrega-se então 2,5 ou 5 µL de trolox 320 µM (são feitas duas curvas com quantidades 

diferentes de trolox) e faz-se leituras até que se tenha obtido uma emissão semelhante à 

leitura basal. 
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Para a análise da amostra coloca-se 3 mL de tampão AZO 20 mM-fosfato 50 mM 

(pH: 7,4) num vial de cintilação, agrega-se 10 µL de luminol 5,6 mM e faz-se a leitura 

basal. Agrega-se então o plasma e mede-se até a emissão máxima. As quantidades de 

plasma utilizadas variam de 10 a 35 µL, dependendo da amostra, e são considerados no 

cálculo final. 

Os resultados são expressos em µmol.L-1 trolox. 

 

Ácido úrico 

 
Tem sido considerado um marcador antioxidante não enzimático. 

Análise através de kit comercial URICOSTAT Enzimático AA (Wiener 

Laboratories, Argentina). 

Reagente 4-AF/POD: adicionar água destilada (50 mL). 

 

Reagente de trabalho: 

� 80 partes de água destilada, 

� 10 partes de Fenol, 

� 10 partes de 4-AF/POD,  

� 0,8 parte de uricase 

 

Colocar nessa ordem, não homogeneizar muito, apenas verter. 

20 µL de amostra + 1 mL de tampão de trabalho. 

Misturar, 

Incubar por 15 minutos a 37 °C, 

Deixar esfriar, 

Ler em espectrofotômetro a 505 nm, 

Cor estável por 45 minutos. 

Para 36 amostras: 

• 40 mL de água destilada, 

• 4 mL de fenol, 

• 4 mL de 4-AF/POD, 

• 320 µL uricase. 
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Branco - água destilada, 

Padrão e amostras em duplicata. 

Os resultados são expressos em mg.L-1. 

 

Compostos fenólicos 

 
É considerado um marcador antioxidante, e está relacionado com os componentes 

da dieta alimentar. Técnica descrita por Waterman & Mole (1994). 

Curva: 5, 10, 20, 30 e 40 µL padrão, completar para 100 µL 

100 µL plasma 

300 µL TCA 10% 

100 µL do sobrenadante, 

1300 µL H2O, 

100 µL Folin, 

200 µL de solução saturada de Na2CO3, 

200 µL H2O 

725 nm 

Solução saturada de Na2CO3: 

• 35 g de Na2CO3 (100 mL) de água destilada, 

• Dissolver o sal a 70°C - 80°C, 

• Deixar descansar por 24 h e após esse período semear com um cristal de Na2CO3 e 

filtrar. 

Os resultados são expressos em equivalentes de ácido tânico.mL plasma-1. 

 

Sulfidril 

 
Os grupos sulfidril foram determinados no plasma por espectrofotometria, como 

descrito por Ellman (1958). 100 µL de plasma são diluídos, e incubados com 15 µL DTNB 

2 mM (5.5- dithiobis-2-nitrobenzoate) e 685 µL de tampão fosfato por 5 minutos a 

temperatura ambiente. A absorbância foi medida a 412 nm. Como padrão foi usada a 

cisteína. 

Os resultados são expressos em tiol.mg prot-1. 
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Creatina quinase total 

 
Enzima marcadora do dano muscular. 

Foi realizada a determinação quantitativa em modo cinético da creatina quinase 

total (CK) no plasma, com a utilização de kit comercial CK-NAC Liquiform (Labtest, 

Brasil. 

Os resultados foram expressos em U.L-1. 

 

 

3.6. RECURSOS HUMANOS 

 
Doutoranda: Cláudia Dornelles Schneider (Nutricionista) 

Orientador: Prof. Dr. Alvaro Reischak de Oliveira 

 

Colaboradores: 

LAPEX: Belmar Andrade (Cardiologista) 

Geórgia Franco Becker (Nutricionista) 

Giovani dos Santos Cunha (Educador Físico) 

Ricardo Rocha (Graduando em Educação Física) 

LEAO: Doutoranda Jaqueline Barp (Farmacêutica) 

  Roberta Mendes (Doutoranda) 

CEEO: Doutorando Márcio Martins Silveira (Educador Físico) 

PPG Psiquiatria: Doutoranda Elisabeth Meyer da Silva 
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3.7. TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

 

Todas as informações coletadas foram armazenadas em um banco de dados 

elaborado especialmente para este fim, e analisadas com o auxílio do programa estatístico 

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versão 10.0. 

Todas as variáveis contínuas foram verificadas quanto ao pressuposto de 

normalidade, através do teste Shapiro-Wilk, e de homocedasticidade de varianças através 

do teste de Levene ou do teste de esfericidade de Mauchly. 

Foi utilizado o teste t pareado para verificar as diferenças entre antes e depois das 

intervenções dietéticas, para as variáveis de resposta nutricionais e bioquímicas TBARS, 

TRAP, SOD, CAT, GPx, carbonilas, sulfidril, ácido úrico, compostos fenólicos e CK. 

Para avaliar o comportamento dos parâmetros de estresse oxidativo ao longo do 

período de treinamento e o efeito das intervenções dietéticas foi utilizada a análise de 

variância para medidas repetidas e post hoc de Bonferroni. 

Para avaliar a associação entre os níveis da enzima creatina quinase e os parâmetros 

de estresse oxidativo foi utilizada a correlação de Pearson. 

O nível de significância utilizado foi de 5%, conforme estudos padronizados desta 

natureza. 
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3.8. ASPECTOS ÉTICOS 

 
O projeto foi aceito pelo comitê de ética em pesquisa PROPESQ/UFRGS sob nº 

2005474 (anexo VI). 

Todos os participantes receberam os esclarecimentos necessários sobre os 

objetivos da pesquisa. Foi garantida a confidencialidade assim como a possibilidade de 

recusa ou abandono da pesquisa em qualquer momento. Para proteger a privacidade dos 

participantes e estimular respostas sinceras nos registros, cada indivíduo recebeu um 

número de identificação usado para identificar seus dados nos diferentes momentos. 

Concordando com a inclusão no estudo, foram integrados ao protocolo após a assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Todos os dados serão mantidos em local 

considerado seguro pelos responsáveis do projeto. Apenas os membros da equipe, 

diretamente ligados à pesquisa, tiveram acesso e manusearam os dados coletados. 

O material original será guardado em ambiente seguro por no mínimo cinco anos. 

Espera-se que este projeto gere informações importantes sobre atletas de triatlo em 

treinamento para uma competição de Ironman. Para todos os atletas o envolvimento na 

pesquisa irá aumentar seu conhecimento sobre necessidades nutricionais individuais de 

treinamento, tais como a ingesta calórica, distribuição de macro e micronutrientes, 

especificamente os antioxidantes. Além disso, eles receberam os resultados dos testes 

bioquímicos, do eletrocardiograma em repouso, da avaliação da composição corporal e do 

teste ergoespirométrico realizados durante o projeto, bem como aprenderam sobre o 

significado dos mesmos. 

Outros estudos permitiram observar que muitos dos participantes apreciam 

participar de pesquisas. Eles têm boa vontade em participar das entrevistas de 

acompanhamento e com freqüência ficam desapontados quando o último encontro é 

realizado. Fazer parte de um projeto de pesquisa freqüentemente induz os participantes a 

modificarem seus comportamentos. Assim, a pesquisa em si é uma oportunidade para que 

os participantes avaliem seu modo de vida. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo serão apresentados as características gerais dos participantes, e os 

três artigos resultantes dessa tese, denominados de estudo 1 a estudo 3. Cada estudo possui 

a formatação de acordo com as normas de publicação da revista selecionada. Para facilitar 

a leitura, optamos por deixar nesse documento as tabelas e figuras na ordem em que se 

inserem, e não ao final do artigo como em geral é solicitado pelas revistas. Além disso, 

dados individuais de todos os parâmetros avaliados estão relacionados no anexo VII. 

 

4.1. Características do grupo 

 
A tabela 5 apresenta a caracterização da amostra no início do estudo. 

 

Tabela 5 – Características gerais da amostra ao início do estudo. 

n=13 Média ± dp Mínimo Máximo 

Idade (anos) 32,1 ± 5,4 22 42 

Massa corporal (kg) 74,1 ± 6,2 63,0 85,9 

Estatura (cm) 175,5 ± 5,0 168 185 

máx2OV&  esteira (mL.kg-1.min-1) 58,6 ± 6,9 49,6 74 

Limiar anaeróbio na esteira (mL.kg-1.min-1)* 50,4 ± 6,3 42,8 61,9 

máx2OV&  bicicleta (mL.kg-1.min-1) 60,0 ± 6,7 50,3 69,6 

Limiar anaeróbio na bicicleta (mL.kg-1.min-1)* 47,6 ± 6,7 35,8 56,6 

Gordura corporal (%) 15,0 ± 5,3 7,7 25,2 

Volume treino (h.sem-1) 15,5 ± 3,4 10,6 21,0 

Prática de triatlo (anos) 5,9 ± 4,2 1 15 

Ironman realizados  0 7 

*Os limiares anaeróbios foram determinados pelo método do limiar ventilatório. 

 

Em relação ao treinamento para Ironman, este se caracteriza por realizar-se 

predominantemente sob intensidades aeróbias. A tabela 6 apresenta a planilha de 

treinamento simplificada de um dos atletas, de forma a exemplificar as distâncias 
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percorridas semanalmente para cada uma das três modalidades que compõem o Ironman. 

Este detalhamento foi feito em três momentos distintos ao longo da temporada. 

 

Tabela 6 – Quantificação da carga de treino na Natação, Ciclismo e Corrida do atleta 12, 

representativo dos participantes deste estudo. 

Modalidade Momento 1 

(22 a 28/08/2005) 

Momento 2 

(03 a 09/10/2005) 

Momento 3 

(12 a 18/12/2005) 

Natação (km.sem-1) 8,9 11,7 7,6 

Ciclismo (km.sem-1) 120 145 155 

Corrida (km.sem-1) 25 28,1 33 

TOTAL (km.sem-1) 153,9 184,8 195,6 

 

Não encontramos diferenças importantes nos parâmetros hematológicos ao longo 

do período do estudo que tivessem implicação sobre a saúde dos triatletas. Os dados 

individuais são apresentados no anexo VIII. 

 

Não encontramos associação entre a enzima creatina quinase e os parâmetros de 

estresse oxidativo, avaliado através do teste de correlação de Pearson, demonstrado na 

tabela 7. 

Tabela 7 – Associação entre a enzima creatina quinase e parâmetros de estresse oxidativo 

 Antes suplementação 8 semanas de suplementação 

Parâmetros r p r p 

Catalase  -0,101 0,743 -0,082 0,800 

Superóxido dismutase  0,211 0,488 0,302 0,341 

Glutationa peroxidase  -0,069 0,822 0,073 0,822 

TBARS  -0,293 0,331 0,062 0,848 

Carbonil  0,312 0,299 0,063 0,846 

Sulfidril  0,308 0,306 0,068 0,835 

Ácido úrico  -0,126 0,681 -0,137 0,671 

TRAP  0,308 0,756 -0,172 0,594 

Fenólicos  0,212 0,486 -0,130 0,687 
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4.2. Estudo 1: EXERCÍCIO AGUDO E ESTRESSE OXIDATIVO 
 

Este estudo foi desenvolvido antes do estudo principal, considerado projeto piloto. 

Os resultados parciais deste trabalho foram apresentados na forma de pôster no 

Congresso Internacional do Colégio Americano de Medicina Esportiva (ACSM 53th 

Annual Meeting, Denver) em junho de 2006. 

Este trabalho foi submetido para publicação na Revista Brasileira de Medicina do 

Esporte. O artigo foi submetido em 21 de maio de 2007 (anexo IX). 

 

EFEITO DO EXERCÍCIO DE ULTRA-RESISTÊNCIA SOBRE 

PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 

 

RESUMO 

Introdução: Exercícios de longa duração podem levar ao desequilíbrio entre os sistemas 

pró e antioxidante, acarretando dano a lipídeos, proteínas e DNA. Entretanto, alguns 

estudos avaliando triatlo Ironman observaram proteção aos lipídeos. Objetivo: Avaliar 

parâmetros de estresse oxidativo após uma competição de meio Ironman. Métodos: 

Participaram 11 sujeitos com idade de 31,1 ± 3,3 anos, massa corporal 72,4 ± 5,4 kg, 

estatura 176,2 ± 4,8 cm, gordura corporal 9,8 ± 3,3 %, máx2OV&  na corrida 60,7 ± 6,0 

mL.kg-1.min-1. Foram mensurados: dano a lipídeos através da quimiluminescência nos 

eritrócitos e TBARS no plasma, dano a proteínas através das carbonilas plasmáticas, ácido 

úrico e compostos fenólicos plasmáticos, assim como a atividade antioxidante enzimática 

da catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase nos eritrócitos. Resultados: 

Houve uma redução na atividade da enzima superóxido dismutase (23,24 ± 1,49 para 20,77 

± 2,69 U SOD.mg proteína-1, p=0,045), e um aumento no ácido úrico (40,81 ± 10,68 para 

60,33 ± 6,71 mg.L-1, p<0,001) logo após a competição. Não houve diferença 

estatisticamente significativa na atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa 

peroxidase e nos compostos fenólicos totais, assim como não foi observado dano a lipídeos 

(TBARS e quimiluminescência) e proteínas (carbonilas). Conclusão: Este grupo de atletas 

não sofreu estresse oxidativo, provavelmente devido à liberação de ácido úrico e outros 

antioxidantes no plasma. 

Palavras-chave: radicais livres, ácido úrico, superóxido dismutase. 
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ABSTRACT 

Ultra endurance exercise could unbalance pro and antioxidant system, leading to lipid, 

protein and DNA damage. Nevertheless, some studies evaluating Ironman triathlon found 

protection to lipids. Purpose: Evaluate oxidative stress parameters after a half-Ironman 

competition. Methods: Eleven subjects aging 31.1 ± 3.3 yr, body weight 72.4 ± 5.4 kg, 

height 176.2 ± 4.8 cm, body fat 9.8 ± 3.3 %, max2OV&  on run 60.7 ± 6.0 mL.kg-1.min-1, 

participate in this study. The following data were measured: lipid damage by 

chemoluminescence in erythrocyte and TBARS in plasm, protein damage by plasmatic 

carbonyls, uric acid and phenolic compounds, as well as the antioxidant enzymatic activity 

of catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase in erythrocytes. Results: A 

reduction in superoxide dismutase (23.24 ± 1.49 to 20.77 ± 2.69 U SOD.mg protein-1, 

p=0.045), and a rise in uric acid (40.81 ± 10.68 to 60.33 ± 6.71 mg.L-1, p<0.001) were 

found soon after the competition. No differences were found in catalase and glutathione 

peroxidase, phenolic compounds as well as in lipid (TBARS and chemoluminescence) and 

protein (carbonyl) damage. Conclusion: These athletes did not suffer oxidative stress, 

probably due to uric acid and other plasmatic antioxidants. 

Keywords: free radicals, uric acid, superoxide dismutase. 

 

INTRODUÇÃO 

Exercícios extenuantes ou de longa duração estão relacionados ao dano tecidual e 

podem causar estresse oxidativo(1-3), uma vez que o exercício aumenta o consumo de 

oxigênio e causa um distúrbio na homeostase pró e antioxidante intracelular(4). Os radicais 

livres (RL) produzidos pelo exercício podem ser o estímulo inicial para a biogênese 

mitocondrial em uma situação de treinamento crônico(5). A melhora do sistema 

antioxidante (AO) parece depender das cargas de treinamento(6), sendo tais adaptações 

tecido-específicos, sugerindo um mecanismo regulatório complexo(7). O treinamento físico 

pode prevenir parcialmente a formação de RL no exercício exaustivo(8) e pode aumentar as 

defesas AO(9). Ainda não foi descoberto nenhum índice absoluto e definitivo de estresse 

oxidativo (EO), no entanto, os RL ao reagirem com compostos biológicos produzem 

derivados oxidados cujos níveis podem ser usados como índices de EO. Pode-se medir a 

peroxidação lipídica, o dano a proteínas e DNA, e mudanças no estado dos compostos AO 

e atividade de enzimas AO. Tem crescido o interesse por esportes de longa duração como 
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maratonas, corridas de aventura, e triatlo de longa distância como Ironman e meio-

Ironman. Artigos relacionando exercício de longa duração ao EO apontam para o 

desequilíbrio entre os sistemas pró-oxidante e antioxidante, podendo acarretar dano a 

lipídeos(10-12) e proteínas(13) de membrana, assim como ao DNA(14). Entretanto, estudos 

avaliando triatletas após o Ironman do Havaí observaram proteção aos lipídeos de 

membrana(15, 16). Além disso, estudos mais recentes investigam se a suplementação AO 

seria capaz de proteger do dano oxidativo em Ironman, mas os estudos ainda não são 

concordantes(12, 17, 18). Como pudemos observar, os resultados do efeito do exercício de 

longa duração sobre o EO em humanos são conflitantes. São poucos os artigos que 

apresentam a medida destes parâmetros em atletas brasileiros. Sendo assim, o objetivo 

deste estudo foi mensurar os parâmetros bioquímicos sangüíneos de estresse oxidativo em 

triatletas brasileiros após uma competição de meio Ironman. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Participaram deste estudo 13 triatletas voluntários do sexo masculino, com idade 

média de 31,1 ± 3,3 anos, residentes na cidade de Porto Alegre e grande Porto Alegre. Os 

sujeitos participaram de uma competição de triatlo de longa distância, integrante do 

calendário da Federação Gaúcha de Triatlo, que ocorreu em 15 de fevereiro de 2004 no 

Balneário Pinhal, RS. A competição contemplou 1,9 km de natação, 90 km de ciclismo e 

21 km de corrida, caracterizando um meio Ironman. Todos os atletas estavam engajados 

em um treinamento que objetivava a participação no Ironman de Florianópolis. 

Os atletas foram orientados a ingerir o seu desjejum habitual, assim como a 

manter os procedimentos de alimentação e hidratação a que estavam acostumados no dia 

da competição, não havendo interferência por parte dos pesquisadores nestes parâmetros. 

Foram coletadas amostras sangüíneas antes e logo após a competição por um profissional 

habilitado. As amostras de sangue foram preparadas e aliquotadas em tubos plásticos de 

1,5 mL, congeladas e transportadas em um container contendo nitrogênio líquido para o 

laboratório de bioquímica da Escola de Educação Física (ESEF) da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul (UFRGS) onde foi armazenado a -73oC para posteriores análises. 

Dos 13 atletas que realizaram a coleta de sangue inicial dois não completaram a 

etapa do ciclismo, sendo automaticamente excluídos do estudo. Desta forma a amostra 

final foi composta por 11 triatletas. Todos os indivíduos foram informados do objetivo, 
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possíveis desconfortos, riscos e benefícios do estudo e assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido, de acordo com a declaração de Helsinki. O estudo foi 

aceito pelo comitê de ética em pesquisa da UFRGS. 

Previamente à competição, os atletas foram avaliados no laboratório de pesquisa 

do exercício da ESEF da UFRGS. Para medir o consumo máximo de oxigênio na esteira 

rolante foi realizado um teste incremental em rampa, utilizando um sistema automático 

ergoespirométrico, respiração a respiração (CPX/d; Medical Graphics Corporation; St 

Paul, MN). Para medir a massa corporal foi utilizada balança digital, com resolução de 

100g e capacidade máxima de 180,0 kg, e para medir a estatura foi utilizado o 

estadiômetro com precisão de 0,5 cm e capacidade máxima de 210 cm, ambos da marca 

Urano (Canoas, RS). Para avaliar o percentual de gordura corporal foi utilizado o método 

de dobras cutâneas, utilizando o adipômetro Lange, com a equação de predição com sete 

dobras cutâneas para atletas(19). 

Análises Bioquímicas: 

Uma amostra de sete mL de sangue foi coletada de uma veia na região antecubital 

e armazenada em tubos plásticos com 100 µL de EDTA 10%. O sangue foi centrifugado 

por cinco min a 1000g em centrífuga refrigerada, o plasma aliquotado e congelado para 

análise das carbonilas, TBARS, compostos fenólicos e ácido úrico. Os eritrócitos foram 

lavados três vezes com igual volume de solução fisiológica e mantidos refrigerados. Uma 

parte foi preparada e congelada para posterior análise da atividade de enzimas 

antioxidantes e outra parte utilizada para a análise da quimiluminescência, realizada no dia 

seguinte a coleta de sangue. Foram utilizados os seguintes equipamentos: (a) para análise 

da QL: um contador (LKB Wallac Rack Beta Liquid Scintillation Counter – 1209, LKB 

Producter AB, Bromma, Suécia), com o circuito de coincidência desconectado, utilizando 

o canal de trítio; (b) para mensurar as carbonilas e a atividade das enzimas catalase, 

Superóxido Dismutase e Glutationa Peroxidase foi utilizado um espectrofotômetro (UV-

Visible Spectrophotometer – Cary 1E, Varian, Austrália); (c) para medir o TBARS, ácido 

úrico e compostos fenólicos foi utilizado um espectrofotômetro (Spectronic 20 Genisys 

Spectrophotometer, Spectronic Instruments, NY, USA). 

Atividade da enzima Superóxido Dismutase (SOD): foi determinada nos 

eritrócitos pela taxa de inibição da auto-oxidação do pirogalol a 420 nm. Esta atividade foi 

determinada a partir de uma curva padrão de SOD disponível comercialmente 
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(percentagem de inibição da auto-oxidação do pirogalol). O meio de reação consistiu de 50 

mmol.L-1 de tampão tris (pH 8,2), 24 mmol.L-1 pirogalol, e 30 µmol.L-1 catalase. 

Resultados expressos em U SOD.mg proteína-1 (20). Atividade da enzima Catalase (CAT): 

Foi medida nos eritrócitos pelo consumo de peróxido de hidrogênio a 240 nm. O meio de 

reação consistiu de 50 mmol.L-1 de tampão fosfato (pH 7,4) e 0,3 mol.L-1 de peróxido de 

hidrogênio. Resultados expressos em pmol.mg proteína-1 (21). Atividade da enzima 

Glutationa Peroxidase (GPx): Foi medida através da oxidação do NADPH a 340 nm. O 

meio de reação consistiu de 143 mmol.L-1 tampão fosfato (pH 7,5), 1 mmol.L-1 azida 

sódica, 0,5 mmol.L-1 hidroperoxido de tert butyl, 0,25 U.mL-1 glutationa redutase, 0,24 

mmol.L-1 NADPH, e 5 mmol.L-1 glutationa reduzida. Resultados expressos em mmol.L-

1.min-1.mg proteína-1(22). Quimiluminescência (QL): foi mensurada nos eritrócitos usando 

400 mmol.L-1 de hidroperóxido de tert butil. A luz é emitida de uma reação entre o 

hidroperóxido de tert butil e os lipídeos, e é medida em um contador de cintilação, 

adaptado para contar a emissão de luz usando um canal de trítio (LKB Rack Beta Liquid 

Scintillation Spectrometer, modelo 1215, LKB-Produkter AB, Suécia). O meio de reação 

consistiu de 120 mmol.L-1 KCl, 30 mmol.L-1 de tampão fosfato (pH 7,4). Resultados 

expressos em cps.mg Hb-1 (23, 24). Substâncias Reativas ao Ácido Tio-Barbitúrico (TBARS): 

foi mensurado no plasma. Juntar 300 µl plasma com 600 µl TCA (2:1), centrifugar a 

10.000 g por 10 min. Reagir 500 µl do sobrenadante com 500 µl TBA (0,67%). Ferver 20 

minutos e após resfriar 5 min. Ler a 532 nm. Resultados expressos em pmol.mg proteína-1 
(25). Ácido Úrico: Foi analisado no plasma através do kit comercial Uricostat enzimático 

AA (Wiener Laboratórios – Argentina). Resultados expressos em mg.L-1. Carbonilas: O 

método consiste na reação da dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as carbonilas das 

proteínas formando hidrazonas que são medidas espectrofotometricamente a 360 nm. (1) 

coloca-se o DNPH com o plasma. Para cada amostra, utiliza-se outro tubo onde, mede-se a 

proteína total da amostra, usando HCl ao invés de DNPH; (2) é adicionado o TCA 20% e 

em seguida TCA 10% em ambos os tubos, para a precipitação das carbonilas e proteínas; 

(3) o precipitado é lavado com etanol e acetato de etila para remover o DNPH livre e 

lipídios contaminantes. O precipitado final é dissolvido em guanidina e lido a 360 nm. A 

proteína total da amostra lê-se a 280 nm. Resultados expressos em nM.mg proteína-1(26). 

Compostos Fenólicos Totais: foram dosados no plasma utilizando o método modificado do 

Folin-Ciocalteau. 100 µL de plasma foram misturados a 300 µL de ácido tricloroacético 
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15%, e centrifugados a 10.000g por 10 min a 4°C. Após, 100 µL do sobrenadante foram 

adicionados a 1.500 µL de água destilada, 100 µL Folin-Ciocalteau e 200 µL de solução 

saturada de Na2CO3. As amostras foram então comparadas espectrofotometricamente a 

725nm com amostras de ácido tânico que serviu como padrão. Resultados expressos em 

equivalentes de ácido tânico.mL plasma-1(27). Medida da Proteína: Foi medida de acordo 

com o método amplamente utilizado de Lowry, 1951(28). 

Tratamento estatístico: Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão (DP) e 

foram analisados com o auxílio do pacote estatístico Statistical Package for the Social 

Sciences (SPSS, 10.0). Foi utilizado o teste t pareado, e nível de significância p<0,05. 

 

RESULTADOS 

Após análise exploratória dos dados verificou-se que as variáveis apresentaram 

comportamento normal. As características descritivas da amostra compreendem idade 31,1 

± 3,3 anos, massa corporal 72,4 ± 5,4 kg, estatura 176,2 ± 4,8 cm, gordura corporal 9,8 ± 

3,3 %, máx2OV&  na corrida 60,7 ± 6,0 mL.kg-1.min-1. Os atletas levaram entre 4h27min51s e 

5h30min23s (300,2 ± 24,3 min) para completar a competição. 

A tabela 1 apresenta os parâmetros de estresse oxidativo antes e após a 

competição de meio Ironman. 

Tabela 1 – Parâmetros bioquímicos de estresse oxidativo antes e depois de uma 

competição de meio Ironman em uma amostra de 11 triatletas. 

Variáveis Antes 

Média ± DP 

Depois 

Média ± DP 

p 

Quimiluminescência (cps.mg Hb-1) 16249 ± 1577 16989 ± 1532 0,331 

TBARS (pmol.mg prot-1) 5,66 ± 2,26 7,33 ± 1,55 0,068 

Carbonilas (nmol.mg prot-1) 5,43 ± 1,64 5,10 ± 1,47 0,582 

Fenólicos (equival. ácido tânico.mL plasma-1) 87,7 ± 19,2 101,4 ± 21,4 0,080 

Ac. Úrico (mg.L-1) 40,8 ± 10,7 60,3 ± 6,7 0,000* 

Catalase (pmol.mg prot-1) 21,4 ± 4,0 18,4 ± 3,3 0,058 

Superóxido Dismutase (U SOD.mg prot-1) 23,3 ± 1,4 21,0 ± 2,7 0,044* 

Glutationa Peroxidase (mmol.min-1.mg prot-1) 4,19 ± 0,51 3,95 ±0,66 0,239 

* diferença significativa entre antes e depois (p<0,05). 
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Pode-se observar que não houve diferença estatisticamente significativa para os 

parâmetros de dano a lipídeos (TBARS e quimiluminescência) ou proteínas (carbonilas). A 

atividade das enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, assim como os 

compostos fenólicos totais não se mostraram alterados após a competição. 

Foi constatado um aumento significativo (p<0,001) nas concentrações plasmáticas 

de acido úrico após a competição de meio Ironman (tabela 1). Observou-se uma redução 

significativa (p=0,044) na atividade da enzima Superóxido Dismutase após a competição 

de meio Ironman (tabela 1). 

 

DISCUSSÃO 

Este estudo avaliou o efeito do exercício de longa duração sobre o estresse 

oxidativo em uma situação real de competição. Através das técnicas utilizadas neste 

estudo, não foi possível identificar dano a lipídeos ou a proteínas de membrana após o 

meio-Ironman. De acordo com nossos resultados, o trabalho de Oztasan et al.(29), mostrou 

que ratos submetidos a exercício até a exaustão, após terem recebido um treinamento 

aeróbio (5 x sem, ao longo de 8 semanas), estavam protegidos do dano a lipídeos, avaliado 

em eritrócitos através do malondialdeído, quando comparados a ratos sedentários. 

Interessante notar que em um estudo avaliando maratona foi verificado que após o 

exercício os níveis de TBARS no soro reduziram(11). Conforme Alessio(30), o fato de ser 

treinado faz com que o indivíduo tenha níveis mais atenuados de resposta do TBARS 

comparado aos não treinados. 

Ao contrário dos nossos achados, Pétibois e Déléris(13) encontraram dano a 

lipídios e proteínas. Os autores demonstraram que em indivíduos treinados, após 120 min 

de exercício com intensidade crescente em cicloergômetro (50 a 75% do máx2OV& ), os 

fosfolipídeos da membrana dos eritrócitos sofreram ataque das espécies reativas de 

oxigênio (ERO), e que a carbonilação verificada pareceu estar ligada aos efeitos 

combinados do aumento da acidose e da desidratação celular. A técnica de espectrometria 

FT-IR utilizada foi apresentada como uma ferramenta capaz de caracterizar mudanças 

estruturais nas moléculas, em especial nos eritrócitos(13). Além disso, níveis elevados de 

F2-Isoprostanos durante uma ultramaratona de 50 km oferecem fortes evidências que o 

dano a lipídeos tenha resultado de um estresse oxidativo (EO) aumentado em resposta ao 

exercício(10). Após uma ultramaratona de 80 km os valores de F2-Isoprostanos aumentaram 
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significativamente, tanto no grupo placebo quanto no grupo suplementado com vitamina C, 

indicando que a corrida induziu ao estresse oxidativo(31). 

Mastaloudis et al.(32) também encontraram um aumento na lipoperoxidação medida 

através dos F2-Isoprostanos plasmáticos, após uma ultramaratona de 50 km. Este resultado 

foi observado somente no grupo não suplementado, o grupo que recebeu suplementação de 

vitaminas C e E foi protegido. Outro achado interessante do mesmo estudo foi que a 

resposta inflamatória induzida pelo exercício não foi influenciada pela suplementação de 

antioxidantes. Esta resposta inflamatória é importante, pois estimula a recuperação do 

exercício por induzir a regeneração do tecido danificado e o recrutamento da proliferação 

de células satélite. Isto é relevante, pois a prevenção da inflamação poderia inibir a 

adaptação muscular à atividade física, o chamado efeito do treinamento físico. 

Em nosso estudo não foi observada alteração no dano a proteínas após a 

competição. Da mesma forma, Miyazaki et al.(33) não observaram mudança nos marcadores 

de oxidação protéica tanto após 12 semanas de treinamento quanto após exercício 

exaustivo, porém avaliando sujeitos saudáveis, não atletas. Em outro modelo de exercício, 

Sentürk et al.(34) avaliando atletas em um teste incremental máximo, observaram dano as 

proteínas. Deve-se destacar que os atletas em nosso estudo não necessariamente chegaram 

à exaustão, e provavelmente mantiveram-se no metabolismo aeróbio a maior parte da 

competição, o que poderia explicar a diferença entre os resultados encontrados. Ainda 

assim, Radák et al.(35) observaram após 93km de corrida um aumento nas carbonilas 

plasmáticas e que este aumento estava correlacionado com as carbonilas urinárias, 

sugerindo um marcador não invasivo de EO. 

As propriedades antioxidantes não enzimáticas do ácido úrico conferem efeitos 

scavenger sobre os radicais livres in vivo, o que foi demonstrado no estudo de Waring et 

al.(36), pela administração de ácido úrico, o qual temporariamente aumentou a concentração 

circulante do ácido úrico e reduziu o EO induzido pelo exercício em indivíduos jovens e 

saudáveis. Em nosso estudo, observamos um aumento das concentrações plasmáticas de 

ácido úrico após a competição de meio Ironman, de acordo com os resultados de 

Mastaloudis et al.(10) em 2001, onde os níveis de acido úrico também aumentaram durante 

uma ultramaratona de 50 km. Naquele estudo, em comparação ao protocolo sedentário, os 

níveis de acido úrico estiveram elevados em todos os pontos durante a prova. Mastaloudis 

et al.(32) em 2004, encontraram um aumento do ácido úrico após uma corrida de 
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ultramaratona, os quais se mantiveram elevados mesmo dois dias após a corrida. Esta 

elevação pode ser explicada por um aumento da oxidação da purina com o exercício. As 

necessidades energéticas aumentadas, características do exercício vigoroso, regulam várias 

vias metabólicas incluindo a adenilato ciclase (ou mioquinase no músculo). Esta enzima é 

responsável pela produção de um ATP e um AMP a partir de dois ADP. Enquanto o ATP é 

usado para energia, o AMP é degradado a ácido úrico, pela via xantina oxidase. 

No estudo de Ginsburg et al.(15), os autores observaram em triatletas que realizaram 

o Ironman do Havaí, uma proteção aos lipídeos de membrana. Dentre as possíveis 

explicações para esta proteção citam (a) uma maior liberação de estradiol no plasma, (b) 

uma indução dos antioxidantes que ocorrem naturalmente no plasma ou (c) redução dos 

pró-oxidantes no plasma. Sendo assim, podemos sugerir que em nosso estudo o ácido 

úrico, um dos antioxidantes plasmáticos, estando aumentado após o meio Ironman (tabela 

1) poderia ser um dos responsáveis por esse efeito protetor. 

Em relação ao sistema de defesa antioxidante enzimático, a atividade da enzima 

catalase nos eritrócitos não sofreu alteração significativa após o meio Ironman, o que está 

de acordo com o estudo de Marzatico et al.(37), avaliando atletas após uma meia-maratona. 

Por outro lado, no estudo de Aguilo et al.(38), ciclistas profissionais realizaram um 

exercício exaustivo com percurso em montanha de 171 km, e após o final da prova a 

atividade da enzima catalase mostrou-se aumentada em torno de 30%, voltando aos valores 

basais após 3h de recuperação. Apesar do meio Ironman ser um exercício de longa 

duração, não necessariamente foi considerado exaustivo aos atletas, assim como o percurso 

realizado pelos atletas era plano e talvez por isso não tenha causado alteração na atividade 

da CAT. 

Além disso, observamos uma redução na atividade da enzima superóxido dismutase 

após o meio Ironman (tabela 1). Este resultado é diferente do encontrado por Palazzetti et 

al.(39) em triatletas submetidos a um duatlo após protocolo de supertreinamento, e Aguilo et 

al.(38), com ciclistas profissionais após uma prova exaustiva em montanha de 171 km, onde 

a atividade da SOD não se modificou após a competição. Por outro lado, Oztasan et al.(29), 

verificaram que após o exercício exaustivo agudo a atividade da enzima CuZn-SOD nos 

eritrócitos de ratos treinados estava aumentada. 

Podemos observar que os dados da literatura são conflitantes, já que apresentam 

redução, aumento ou ausência de mudança nos parâmetros de EO pós-exercício agudo. A 
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discrepância dos resultados entre os estudos pode resultar de diferentes técnicas de medida, 

tipos de cobaia, esporte e treinamento, assim como o modelo de exercício agudo realizado. 

Além disso, as diferenças entre o resultado dos estudos podem ser atribuídas ao balanço 

inicial de enzimas antioxidantes, pois conforme Tauler et al.(40) o tipo de ERO gerada nos 

eritrócitos é influenciado por diversos fatores, incluindo a intensidade do exercício e o 

balanço das enzimas antioxidantes antes do exercício. 

Sentürk et al.(34) avaliaram os eritrócitos de indivíduos sedentários e atletas após 

um protocolo exaustivo em bicicleta, tanto antes quanto após um período de dois meses de 

suplementação com as vitaminas A, C e E. Os autores demonstraram que uma simples 

sessão de exercício intenso foi capaz de aumentar os parâmetros de estresse oxidativo e 

induzir deterioração da função e estrutura dos eritrócitos em sedentários, o que foi 

prevenido por dois meses de suplementação antioxidante. Contudo esse comportamento 

não se repetiu nos indivíduos que eram treinados. Este estudo também mostrou que a 

diferença entre os eritrócitos sedentários e treinados pode ser parcialmente dependente da 

jovem população de eritrócitos presente nos indivíduos treinados, os quais são mais 

resistentes ao estresse oxidativo. Em resumo, o exercício afeta as propriedades dos 

eritrócitos e leva à hemólise por um mecanismo oxidativo em sedentários, mas não em 

treinados. O estresse oxidativo pode ser um importante fator responsável pela destruição 

dos eritrócitos observada após treinamento vigoroso, agudo em sedentários e/ou em início 

do período de treinamento. No estudo atual estes parâmetros referentes aos eritrócitos não 

foram mensurados, mas em estudos futuros este tipo de informação deve ser incluída para 

melhorar o entendimento sobre a questão do estresse oxidativo. 

Podemos indicar ainda como limitação do estudo o fato da alimentação, 

hidratação e suplementação durante a competição não terem sido controlados. Seria 

interessante em uma próxima intervenção avaliar um maior número de atletas, incluindo a 

medida da enzima creatina quinase, marcadora de dano muscular, e acompanhar o estresse 

oxidativo durante o período de recuperação após a competição. 

 

CONCLUSÃO 

Após a competição de meio Ironman foi observado um aumento nas 

concentrações plasmáticas de ácido úrico e uma redução na atividade da enzima 

superóxido dismutase. Os parâmetros de dano a lipídeos e proteínas de membrana não se 
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alteraram, assim como não houve mudança na atividade das enzimas catalase e glutationa 

peroxidase. Sendo assim, podemos sugerir que este grupo de atletas, após uma competição 

de longa duração, não sofreu estresse oxidativo, possivelmente devido à liberação de acido 

úrico e outros antioxidantes no plasma. 
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4.3. Estudo 2: DIETA RICA EM ANTIOXIDANTES vs SUPLEMENTAÇÃO 

Este foi considerado o estudo principal. Todos os atletas participantes realizaram 

todas as intervenções dietéticas. Cada intervenção dietética durou 14 dias. 

Conforme o delineamento cruzado adotado, o estudo iniciou com 6 atletas no 

grupo controle e 7 atletas no grupo intervenção durante o período de 14 dias. Após esse 

período, houve um washout de um mês sem nenhum tratamento, antes dos grupos serem 

cruzados. O intervalo washout tem o objetivo de reduzir o efeito carryover, na expectativa 

que a variável de desfecho retorne ao normal antes do inicio da próxima intervenção. No 

entanto, no momento da análise estatística nos deparamos com o “efeito do tempo” ou 

efeito carryover, decorrente do período de washout. O efeito carryover é a influência 

residual da intervenção no desfecho após sua interrupção. Como os valores dos parâmetros 

mensurados ao início da segunda etapa das dietas estavam estatisticamente diferentes dos 

valores mensurados ao início da primeira etapa, os resultados não puderam ser agrupados, 

e sim tivemos de optar por apresentar os dados de somente uma parte da amostra. A tabela 

com o resumo do resultado dos testes estatísticos para avaliar o efeito carryover são 

apresentados no anexo X. 

Os valores dos deltas das intervenções dietéticas são apresentados na tabela 8. 

Tabela 8 – Valores dos deltas para os parâmetros de estresse oxidativo após cada 

intervenção dietética. 

 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplementação 

Catalase 0,21 ± 1,70 -0,97 ± 1,61 5,26 ± 1,68 

SOD 15,17 ± 2,50 13,53 ± 2,61 -7,20 ± 3,64 

GPx 0,48 ± 0,17 -0,004 ± 0,18 0,42 ± 0,22 

TRAP -0,35 ± 29,85 77,19 ± 21,84 -23,00 ± 18,54 

Ácido úrico 1,80 ± 2,44 -5,06 ± 1,79 -1,36 ± 2,82 

Fenólicos -9,65 ± 6,01 3,27 ± 6,37 -0,005 ± 2,79 

Sulfidril 0,40 ± 0,48 1,47 ± 0,19 -0,31 ± 0,36 

Carbonil 4,73 ± 0,92 -4,23 ± 0,48 10,34 ± 0,18 

TBARS -0,0003 ± 0,20 0,69 ± 0,18 -0,23 ± 0,19 

 

Este trabalho foi submetido para publicação na revista Clinical Nutrition em 

15/05/07 (anexo XI). 
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DIETARY MANIPULATION AND ANTIOXIDANT SUPPLEMENTATION IN 

OXIDATIVE STRESS IN TRIATHLETES 

 

ABSTRACT 

Background & aims: The consumption of fruits and vegetables provide compounds 

considered to be chemoprotective. Athletes represent a population potentially exposed to 

oxidative damage, since they have an increased oxygen consumption. An unbalanced and 

inadequate diet can expose the athlete to a higher risk of deficiencies of the antioxidant 

system. The aim of this study was to evaluate the effect of 14 days of three different 

dietary interventions: standard diet, antioxidant diet, and antioxidant supplementation, on 

various oxidative stress parameters in seven male amateur triathletes. Methods: We 

measured plasmatic lipid peroxidation, carbonyl, sulfhydryl, total antioxidant capacity, and 

erythrocyte activity of the anti-oxidant enzymes catalase, superoxide dismutase, and 

glutathione peroxidase. Results: We found a positive effect of the antioxidant diet 

compared to supplementation diet on total antioxidant capacity (56.7 %) and sulfhydryl 

(75.7 %), as well as a reduction of 28.7 % in carbonyl. Lipid peroxidation increased 23.8 

% after the antioxidant diet, coinciding with a greater consumption of polyunsaturated fatty 

acids and a lower vitamin E: polyunsaturated fatty acids ratio. Conclusion: Results indicate 

that the antioxidant diet offered protection against protein damage, but the lower vitamin 

E: polyunsaturated fatty acids ratio favors lipid damage. 

KEYWORDS: Diet, Supplementation, Antioxidant vitamins, Oxidative stress, Athletes. 

 

INTRODUCTION 

Triathletes taking part in the Ironman triathlon supply a unique model to study the 

effects of exercise-induced oxidative stress and the effects of prolonged training on 

physiological processes. These athletes represent a population potentially exposed to 

oxidative damage due to high oxygen consumption during training. As a consequence, the 

idea of using antioxidant supplementation in athletes has become popular(1, 2). The 

antioxidant (AO) defenses act as a coordinated system where deficiencies in one 

component may affect the efficiency of the others. The AO defense system depends on 

micronutrients such as vitamins C and E and minerals such as Cu, Zn and Mn(3). Besides, 

some carotenoids exert AO activity in lipid phases by quenching oxygen or free radicals. 
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Several studies have assessed the efficacy of antioxidant nutrients in fighting free 

radicals, as well as improving the athletes' performance. However, results are still 

controversial(4-7). A suitable proportion of antioxidants or combinations thereof, to 

counteract deleterious effects of reactive oxygen species on human body have not yet been 

established. Additionally, an unbalanced diet can expose athletes to a higher risk of 

antioxidant system deficiencies. Factors associated with a healthy lifestyle, e.g., 

antioxidant supplement use, regular exercise, higher vitamin C serum levels, and a diet rich 

in fruit and vegetables, were significantly associated with lower urinary 8-OHdG 

excretion(6). 

Among AO vitamins, the antioxidant function of vitamin E is critical for preventing 

oxidation of tissue polyunsaturated fatty acid (PUFA), and the dietary requirement for 

vitamin E, which depends on the diet's PUFA content, is commonly expressed as a ratio of 

vitamin E to PUFA. Animal experiments have shown that increasing the degree of dietary 

fatty acids unsaturation the peroxidizability of the lipids increases(8). 

An increased intake of fruits and vegetables is related to an increased blood level of 

vitamins, minerals, and other chemoprotective compounds such as flavonoids, resveratrol, 

carotenoids(9). On the other hand, this higher consumption of fruits and vegetables results 

in greater intake of dietary fiber, phytate, oxalic acid, etc., affecting dietary 

bioavailability(10), which is also dependent on food matrix, food processing and 

microconstituent species(11). Therefore, the aim of this study was to observe and to 

compare the effect of 14 days of three distinct dietary interventions – standard diet, 

antioxidant diet, and antioxidant supplementation – on oxidative stress in triathletes. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Subject Characteristics: Seven healthy male athletes volunteered for the study (mean ± 

SEM for age 33.0 ± 2.5 yrs; height 1.76 ± 2.1 m; body mass 73.9 ± 2.6 kg; fat mass 16.2 ± 

2.1 %). Prior to the study, the subjects’ health status was assessed from their medical 

history and exercise electrocardiogram. Each subject was used as his own control. The 

body fat percentage was determined from the skinfold thickness measured at seven places, 

as described by Pollock and Jackson, 1978. All athletes were amateurs and trained 14.7 ± 

0.9 h every week, divided into 3.8 ± 1.2 h for swimming, 7.0 ± 1.4 h cycling, and 4.7 ± 0.8 

h running. Maximal oxygen uptake ( 2maxOV& ) was measured using an automatic 
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ergospirometric system, assessed breath by breath (CPX/d system; Medical Graphics 

Corporation; St Paul, MN). Treadmill and cycle-ergometer 2maxOV&  were 57.0 ± 1.6 and 

57.4 ± 2.0 ml.kg-1.min-1, respectively. Subjects were selected on the basis of nonsmoking 

status, age between 21 and 43 years, and regular exercise patterns. The subjects – users of 

AO supplement – were asked to discontinue its use one month prior to and during the 

study. According to Mastaloudis et al.,(12) one month is enough to washout the plasma 

vitamins. All subjects were informed of the experimental procedures and gave informed 

written consent in accordance with the Declaration of Helsinki. Approval was obtained 

from the university’s ethics committee. The study was conducted during the 2005/2006 

training and competition season, in preparation for the Ironman in May 2006 in 

Florianopolis, Brazil. 

Experimental procedures: Three-day diet (3 week-days) and physical activity (7 days) 

records were filled out by subjects before the beginning of the study, to assess their 

average daily energy, macronutrients and antioxidant vitamins intake, as well energy 

expenditure. 

Diet and physical activity records and training schedule: In a pre-test conducted under the 

direction of a qualified dietitian, the subjects were individually instructed on how to record 

food intakes using standard household measures (a face-to-face interview). Each subject 

received a foods guidebook containing photographs showing household utensils and 

serving sizes. After the food diary had been filled out, the dietitian examined it with the 

help of the subjects in order to assess the records and eliminate inconsistencies. The energy 

intake and dietary composition were analyzed using the NUTWIN computer program for 

dietary analysis (UNIFESP, 1.5 version, 2002, SP, Brazil). 

Physical activities were divided in following groups: (i) personal activities (meals, personal 

hygiene); (ii) home activities (gardening, domestic work); (iii) activities not related to 

work (walking, commuting time); (iv) professional activities; (v) hours of sleep. Moreover, 

a 7-day schedule with swim, run and bike training was supplied by each athlete’s coach. 

The Compendium of Physical Activities of Ainsworth et al.,(13) was used to provide the 

energy cost of swimming, biking and running, expressed as metabolic equivalents. The 

appropriate metabolic equivalents values, based on the subject’s report of the type and 

intensity of activity, were assigned. 
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Diets: This study focuses on three dietary interventions: standard diet (S-D), antioxidant 

diet (AO-D) and antioxidant supplementation (AO-S). Each dietary intervention lasted 14 

days, with an interval of one month between them. Before and after each intervention, 

blood samples were collected for oxidative stress analysis. Individualized diets were 

calculated from food records to provide energy according to training schedule. 

Macronutrients were in accordance with endurance athletes guidelines. This estimate was 

done for the standard and the antioxidant diets. Vitamins A, C and E were the differential 

between the standard and the antioxidant diets. Subjects also received: (i) a list with food 

equivalents for macronutrients; (ii) a list with foods to be avoided and foods to be 

consumed moderately during the standard diet because of their AO vitamins content; (iii) a 

table with foods rich in vitamins A, C and E, as well the number of servings to be 

consumed during the AO diet. Each subject was allowed a choice of fruits and vegetables 

from the list supplied to them, making it a self-selected diet. The American Dietary 

Reference Intakes (DRI) for micronutrients was used as reference 

(http://www.nal.usda.gov). Standard diet: It was calculated to supply one time the DRI for 

vitamin A, one time the DRI for vitamin E, and two times the DRI for vitamin C (900 µg 

retinol acetate, 15 mg α-tocopherol acetate, and 180 mg ascorbic acid,). Each subject 

received a bottle of 500 mL extra-virgin olive oil, and packs containing Brazil nuts. They 

were instructed to eat one Brazil nut per day and one tablespoon of olive oil as salad 

dressing at lunch and dinner. Antioxidant diet: It was calculated to supply two times the 

DRI for vitamin A, two times the DRI for vitamin E, and five times the DRI for vitamin C 

(1800 µg retinol acetate, 30 mg α-tocopherol acetate and 450 mg ascorbic acid). Each 

subject received a kit containing: 500 g wheat germ, 14 packs with 40g of dehydrated 

apricot, 14 packs with 30g of Brazil nuts, 1 bottle of 500 mL extra-virgin olive oil, 14 

bottles of 450 mL of natural orange juice. Subjects were instructed to consume daily 1 

pack of apricot, 1 pack of Brazil nuts, 1 bottle of orange juice, 20 to 30g of wheat germ, 

and 1 table spoon of olive oil as salad dressing. Antioxidant supplementation: In a third 

phase, subjects took daily a capsule of antioxidant vitamins, with one time the DRI for 

vitamin A and E, and three times the DRI for vitamin C, (900 µg retinol acetate, 15 mg α-

tocopherol acetate, and 270 mg ascorbic acid) during 14 days.  They were further 

instructed to follow standard diet 2 (calculated as previous described), so that the amount 

of vitamins taken with the standard diet plus the amount taken as supplement were the 
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same as to the amount in the antioxidant diet. All supplement capsules were prepared by 

Quiron Pharmacy (Porto Alegre, Brazil). 

To improve adherence to the nutritional advice given during the study, once a week 

we got in touch with each subject by phone. During the phone call any doubt about the diet 

was elucidated. Questions were asked about food intake on the previous day, and subjects 

were reminded about the importance of study. The efficacy of phone call strategies in 

improving adherence to the study and promoting behavior changes was demonstrated by 

several authors. 

Blood analysis: Venous blood samples (~10 mL) were taken from an antecubital vein into 

100 µL EDTA-10% tubes, in the early morning, at rest, after overnight fasting. Basal blood 

test was set to occur at a standardized time, i.e., between 06.30 and 08.00 a.m. The blood 

was centrifuged at 1000g, 5oC, for 5 minutes. Plasma was aspirated and collected in 

eppendorf tubes and immediately frozen at -70oC for further analysis of carbonyl, 

sulfhydryl, total antioxidant capacity (TRAP), and thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS). The remaining erythrocytes were washed and centrifuged three times with the 

same volume of saline solution, prepared and stored at -70oC until they were later analyzed 

for antioxidant enzyme activity. 

No absolute and conclusive indices of oxidative stress are available. However, 

several parameters are proposed as oxidative stress indicators. As measure of oxidized 

biological compounds we used (i) lipid peroxidation to evaluate plasma aldehydes through 

TBARS assay; (ii) protein oxidation through plasmatic carbonyl groups; (iii) decrease in 

thiol groups of plasmatic proteins through sulfhydryl; (iv) total antioxidant capacity of 

plasma through TRAP assay. (v) activity of catalase, superoxide dismutase and glutathione 

peroxidase was also measured. 

SOD Activity: Superoxide dismutase activity was determined by the inhibition rate of 

pyrogallol auto-oxidation at 420 nm. The results were expressed as U SOD.mg protein-1 
(14). CAT Activity: Catalase activity was measured by tracking the decrease in absorption at 

240 nm. The results were expressed as pmol.mg protein-1 (15). GPx Activity: Glutathione 

peroxidase activity was measured by following NADPH oxidation at 340 nm. The results 

were expressed as mmol.L-1.min-1.mg protein-1 (16). TRAP was measured in plasma using 

320 µmol.L-1 Trolox as standard antioxidant, according to the method used by Lissi et 

al.(17). The results were expressed as µmol.L-1 Trolox. TBARS were measured in plasma as 
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an index of the lipid peroxidation during an acid-heating reaction, as previously described. 

The results were expressed as nmol.mg protein-1 (18). Sulfhydryl was determined in plasma 

as described by Ellman(19). The results were expressed as thiol.mg protein-1. Carbonyls 

were measured in plasma at 360 nm. The results were expressed as nmol.mg protein-1 (20). 

Protein was measured according to the Lowry method (21). 

Statistical analysis: Initially, data was analyzed to test normality. Statistical evaluation of 

results was carried out using analysis of variance (ANOVA) with repeated measures and 

Bonferroni post hoc test for comparisons between the “delta” of dietary interventions for 

the dietary parameters and the oxidative stress parameters. T test was used to compare 

hematological parameters before and after each intervention, as well as the oxidative stress 

of the different dietary interventions. The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 

12.0) software was used. Significance was accepted at p<0.05 and all values are reported 

as mean ± SEM. 

 

RESULTS 

 

Dietary Parameters: 

Table 1 shows the nutritional parameters of the proposed diets and of the athletes' 

diets before the beginning of the study (previous diet). Previous diet values refer to the 

average of 3 days of food intake as recorded in the athletes' diaries. 

Both AO-D and S-D adjusted macronutrients intake according to guidelines for 

endurance athletes. Before beginning of the study, athletes were taking 1.12 ± 0.23 times 

the DRI for vitamin A, 1.86 ± 0.46 times the DRI for vitamin C, and 0.93 ± 0.35 times the 

DRI for vitamin E. The standard diet was calculated to provide one time the DRI of 

vitamin A and E, and two times the DRI of vitamin C. When analyzing Table 1 we see that 

the athletes almost always already ate the minimum amount of anti-oxidant vitamins as 

recommended in the guidelines. Furthermore, we observe a great variance in antioxidant 

vitamins in the athletes' previous diet, with minimum and maximum intake varied from 

368 to 1,788 µg of retinol, from 17.5 to 318 mg of ascorbic acid, and from 3.0 to 40.1 mg 

of α-tocopherol. 
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Table 1 Dietary parameters before and during nutritional intervention. 

Nutrient Previous diet Standard diet Antioxidant diet 

Energy (kcal.d-1) 3292 ± 334 3338 ± 237 3493 ± 223 

Carbohydrate (%) 53.1 ± 1.7 a 60.9 ± 0.7 a 58.4 ± 1.4 

Protein (%) 17.9 ± 2.3 15.7 ± 1.1 15.2 ± 1.0 

Protein (g.kg-1.d-1) 1.96 ± 0.009 1.82 ± 0.006 1.86 ± 0.005 

Fat (%) 29.0 ± 1.7 a 23.4 ± 0.9 a 26.4 ± 1.1 

Fiber (g.d-1) 23.2 ± 2.4 a,c 39.8 ± 2.8 a,b 42.5 ± 2.3 b,c 

Vitamin A (µg.d-1) 1009 ± 211 c 894 ± 16 b 2132 ± 36 b,c 

Vitamin C (mg.d-1) 167 ± 41.4 c 197 ± 8.7 b 483 ± 8.7 b,c 

Vitamin E (mg.d-1) 14.1 ± 5.4 c 15.4 ± 0.3 b 32.0 ± 0.5 b,c 

Vitamin E:PUFA ratio 0.90 ± 0.20 1.12 ± 0.0089 b 0.77 ± 0.0058 b 

Values expressed as mean ± SEM. Equivalent letters indicate a statistically significant 

difference. 

The antioxidant diet (AO-D) was calculated to provide two times the DRI for 

vitamins A and E, and five times the DRI for vitamin C. We observed a significant 

difference on antioxidant vitamins between the antioxidant diet and the previous and 

standard diets. It thus confirms that the antioxidant diet significantly increased AO-

vitamins in the food of this group of athletes. Moreover, and as expected, fiber content was 

higher in the AO-D compared to the SD, since subjects had a greater intake of fruits and 

vegetables. 

Vitamin E to polyunsaturated fatty acids ratio (vitamin E:PUFA ratio) during AO 

supplementation was 2.17 ± 0.11. We found a significant difference between S-D vs. AO-S 

(1.12 ± 0.0089 vs 2.17 ± 0.11, p<0.001), and AO-D vs. AO-S (0.77 ± 0.0058 vs 2.17± 

0.11, p<0.001) in the vitamin E:PUFA ratio.  

 

Hematological Parameters: 

Hematological parameters did not change in the course of the study (Table 2). 
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Table 2 Hematological parameters of triathletes. 

Parameters Standard diet (S-D) Antioxidant diet (AO-D) Supplementation(AO-S) 

 before after before after before after 

Hb (g.dL-1) 15.4±0.23 15.4±0.20 15.4±0.37 14.9±0.20 15.0±0.18 15.3±0.31 

Hematocrit (%) 45.4±0.69 45.8±0.56 45.9±1.19 44.8±0.82 44.4±0.85 45.9±0.83 

MCV (fL) 89±1.4 88±1.3 89±1.6 88±1.6 87±1.2 89±1.1 

MCH (pg) 30.1±0.51 29.8±0.52 29.8±0.54 29.3±0.41 29.6±0.51 29.6±0.55 

MCHC (g.dL-1) 33.8±0.23 33.7±0.27 33.5±0.29 33.2±0.38 33.9±0.34 33.3±0.34 

RDW (%) 13.24±0.30 12.66±0.17 12.67±0.20 13.10±0.21 13.22±0.21 13.29±0.19 

Reticulocytes (%) 1.24±0.12 1.10±0.11 1.11±0.12 1.16±0.009 1.07±0.12 1.11±0.13 

Ferritine(ng.mL-1) 120±18.7 133±23.5 176±23.2 140±29.9 139±34.0 142±28.7 

Values expressed as mean ± SEM. MCV: Hb: Hemoglobin, MCV: Mean corpuscular 

volume, MCH: Mean corpuscular hemoglobin, MCHC: Mean corpuscular hemoglobin 

concentration. 

 

Oxidative Stress Parameters: 

 

Results of oxidative stress parameters are presented in Table 3. 

The most important finding of the study was the positive effect of the antioxidant 

diet compared to supplementation, in relation to protective parameters like TRAP, 

sulfhydryl, as well as a decrease in protein damage evaluated by plasmatic carbonyls. 

However, TBARS increased during AO-D, which didn’t occur during the supplementation 

period. 

We did not observe any differences in effect of the nutritional interventions on 

CAT and GPx enzymes. 
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Table 3 Oxidative stress parameters of triathletes. 

Parameters (n=7) Standard diet (S-D) Antioxidant diet (AO-D) Supplementation (AO-S) 

 before after before after before after 

CAT  31.8±1.7 32.0±1.4 27.0±0.9 26.1±1.2 31.0±1.6 36.1±1.2* 

SOD  16.6±1.4 31.7±1.8* 17.3±0.9 30.9±2.6* 41.6±3.9 34.4±1.2 

GPx  3.26±0.08 3.73±0.21* 3.93±0.09 3.89±0.11 4.53±0.22 4.96±0.23 

SOD/(CAT+GPx) 0.49±0.01 0.90±0.01* 0.56±0.004 1.04±0.01* 1,18±0.10 0.84±0.004* 

TRAP  238.6±16.1 238.2±32.5 136.1±10.7 213.3±20.9* 173.8±17.4 150.8±10.8 

Sulfhydryl 4.77±1.1 2.84±0.4 1.94±0.1 3.41±0.2* 3.24±0.4 2.93±0.3 

Carbonyl 10.8±0.8 15.5±0.2* 14.6±0.6 10.4±0.3* 11.0±0.1 21.3±0.2* 

TBARS 1.71±0.08 1.71±0.23 2.94±0.14 3.64±0.16* 0.93±0.12 0.70±0.14 

Values expressed as mean ± SEM. CAT: Catalase (pmol.mg prot-1), SOD: Superoxide 

Dismutase (U SOD.mg prot-1), GPx: Glutathione Peroxidase (mmol.min-1.mg prot-1), 

TRAP: total antioxidant capacity (µmol.L-1 trolox), Sulfhydryl (thiol.mg prot-1), Carbonyl 

(nmol.mg prot-1), TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances (pmol.mg prot-1). * 

p<0.05 before vs. after. 

 

Standard diet (S-D): 

SOD activity increased 90.9 % after 14 days of S-D (p=0.001) and AO-D (p=0.002). 

Supplementation period did not change SOD activity. The SOD/(CAT+GPx) ratio 

increased 83.6 % after S-D (p=0.001), despite GPx increases 14.4 % (p=0.033). 

Carbonyl increased 43.5 % (p=0.002), but protein damage was lower compared to 

supplementation (93.6 %). 

TRAP, TBARS and sulfhydryl did not change although we observed a great 

intersubjects' variability on TRAP. 

 

Antioxidant diet (AO-D): 

The highest protection against protein damage was observed in AO-D, as carbonyl levels 

decreased 28.7 % after this intervention, while sulfhydryl increased 75.7%. 

TRAP increased 56.7 % (p=0.012). 
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SOD activity increased 78.6 % (p=0.002) similarly as in the S-D, but in an opposite 

manner to supplementation. The SOD/(CAT+GPx) ratio increased after AO-D 85.7 % 

(p=0.009), since activity of CAT and GPx did not change. 

TBARS levels were increased 23.8 % after AO-D (p=0.010), which didn’t occur 

during the other dietary interventions. 

 

Antioxidant supplementation (AO-S): 

SOD activity did not change, differently as in the other two periods of the study. In fact, at 

the beginning of AO-S, SOD levels were high compared to the other intervention periods 

(Table 3). 

The SOD (CAT+GPx) ratio decreased 28.8 % after supplementation (p=0.010). 

Despite high SOD levels at the beginning of AO-S, which did not change after 

supplementation, CAT activity increased 17 % after intervention (p=0.020). 

It was during this period that the highest protein damage occurred (93.6 %, p<0.001). 

TRAP and TBARS did not change after 14 days of AO-S. 

 

DISCUSSION 

To date, few human studies have assessed and compared the effects of dietary and 

antioxidant supplement interventions on oxidative stress in athletes during the training 

period. 

We agree with Morillas-Ruiz et al.,(7) who propose that the high variance observed 

among individuals in oxidative stress biomarkers helps supporting the idea that in order to 

study the effect of antioxidants on oxidative stress the study should use the same subjects 

that receive the antioxidant supplementation as control group. 

The AO-D diet caused a positive effect on TRAP of 56.7 %. During AO-D athletes 

ate more fruits and vegetables compared to AO-S, wherein vitamins were supplied in 

capsules. One explanation for our findings would be that other antioxidants besides 

vitamins A, C, and E are also responsible for the protection provided by fruits and 

vegetables. The contribution of vitamin C to the total antioxidant activity of a fruit was 

usually less than 15%. Part of the AO capacity of fruits and vegetables may derive from 

flavonoids. Fruits contain a group of natural AO that could have not only a high AO 

activity but also a good combination or mixture of AO(22). Besides, flavonoids can act as 
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aryl hydrocarbon receptor antagonists and these benefits are probably due to a cocktail of 

nutrients in a synergistic way(9). Dunlap et al.,(23) showed that the supplementation of sled 

dogs' diet with blueberries (rich in flavonoids and polyphenol) appeared to increase the 

amount of AO available to the animal. 

Carbonyl levels, parameter of oxidative protein damage, reduced 28.7 % after 14 

days of AO-D. In confirmation of this, thiol groups measured by sulfhydryl were increased 

75.7 %. Sulfhydryl groups of proteins have a protective role against free radicals damage 

and are often essential for protein stability and/or function. Thiol susceptibility to oxidation 

depends on which radical was generated and on how it was generated. Diffusible species 

such as superoxide can be rapidly scavenged by protein thiols. Carbonyl increased 93.6 % 

after AO-S but sulfhydryl did not change. Thus, we can assume that the decrease of 28.8 % 

in the SOD/(CAT+GPx) ratio could have caused superoxide radical to accumulate more 

than thiols could have protected the body from oxidative damage. SOD is an enzyme 

capable of reducing the superoxide radical into H2O2, which is the substrate for CAT. 

When cells have increased levels of SOD without a proportional increase in peroxidases, 

cells face a peroxide overload challenge(24). 

Although protein damage was greater after AO-S, there was a reduction in lipid 

damage during this period, thus demonstrating that oxidative and antioxidant mechanisms 

act differently according to the situation. Depending on the target tissue, type of radical, 

and antioxidant capacity of that tissue, oxidative damage might occur or not. 

It should be pointed out that the supplementation period coincided with a period of 

more active training than that at the beginning of the study, since athletes were followed 

through six months of Ironman training. Since training load for Ironman gradually 

increases along time, the increase in carbonyl levels at this stage might be related to a 

higher degree of muscle demand. 

It seems that supplementation with antioxidant vitamins could be related to a 

reduction in SOD activity. According to Golestani et al.,(25) vitamin E exerts sophisticated 

and multifaceted effects on cellular processes, depending on the molecular background and 

accumulation of vitamin E in the cells. At early stages, vitamin E might have scavenged 

ROS, thus increasing the activity of SOD enzyme by eliminating H2O2 as its inhibitor. At 

later stages, after its concentration in the lipid structures have raised, it might have acted as 

a pro-oxidant, decreasing antioxidant capacity and inhibiting SOD. In our study, athletes 



 82 

were instructed to consume a diet rich in antioxidant food, in large or small quantities, at 

different times. One month washout was observed between dietary interventions. It is 

possible that after six months of follow-up and orientation vitamin E might have 

accumulated in the cells – as proposed by Golestani et al. – leading to a reduced SOD 

activity trend as observed after supplementation. Lower SOD activity could generate an 

accumulation of superoxide radical which, reacting with nitric oxide, produces 

peroxinitrite. Peroxinitrite in its turn may inhibit SOD activity even more. Since the 

superoxide radical ion seems not to be able to migrate among tissues, in this study it may 

caused protein damage. 

There was an increase of 23.8 % in lipid peroxidation after AO-D. The lipid 

substratum is more sensitive to oxidation than the protein substratum(7). Initially, this result 

seems to be the opposite of the other parameters measured during AO-D. But after 

analyzing the dietary parameters (Table 1), we found a probable explanation for it: (i) 

greater lipid contribution during AO-D compared to S-D and AO-S (26.7 ± 1.1 vs 22.7 ± 

0.9 and 21.4 ± 0.8 %, respectively), since a higher intake of fatty foods was necessary to 

increase the amount of vitamin E in AO-D; (ii) in relation to the type of fatty acids offered 

in diets, we observed that AO-D had significantly more PUFA than S-D (p=0.003) and 

AO-S (p=0.008); and finally, (iii) there is a relation between vitamin E and PUFA. 

Increasing the degree of dietary fatty acid unsaturation increases the peroxidizability of the 

lipids, and vitamin E is the most effective chain-breaking lipid-soluble antioxidant. 

Vitamin E:PUFA ratio presented the lowest levels during AO-D compared to S-D and AO-

S (0.77 ± 0.006 vs 1.12 ± 0.009 and 2.17 ± 0.11 mg α-tocopherol.g-1 PUFA, respectively). 

According to Valk et al.,(8) the widely used ratio of at least 0.6 mg α-tocopherol.g-1 PUFA 

is suggested as adequate for human adults.  In athletes, this relation is probably different, 

since higher oxygen consumption increases the production of ROS, thus making them 

more susceptible to lipid peroxidation. We observed that in dietary interventions where this 

relation presented a higher ratio, protection against lipid peroxidation was greater. 

Depending on the concentration, redox potential and inorganic chemistry of the 

cells, these vitamins may exert pro-oxidant effects that increase oxidative lipid damage. 

Two months of vitamin E supplementation did not attenuate increases in oxidative stress in 

triathletes competing in the Kona triathlon race event. On the contrary, athletes 

experienced greater lipid peroxidation(26, 27). Because of possible pro-oxidant effects, the 
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effects of multiple dosages and long-term use of these vitamins deserves further 

investigation. 

Another plausible explanation for TBARS increase during AO-D is related to 

hypercaloric diet interacting with exercise. Hypercaloric diets alone are related to several 

degenerative processes linked to oxidative stress, since the oxygen used in oxidative 

metabolism results in ROS production. Furthermore, exercise increases oxygen 

consumption, which leads to oxidative stress. Therefore, the interaction between a 

hypercaloric diet and exercise could be deleterious to health. To test this hypothesis, 

Burneiko et al.,(28) submitted mice fed with hypercaloric diet to physical training. They 

observed diverging effects on the oxidative stress in the serum and liver of the animals. 

While serum oxidative stress decreased, the interaction produced pro-oxidant effects on the 

liver, thus decreasing antioxidant defenses. In our study, due to their high training load, 

triathletes ingested a hypercaloric diet of an average 3442 kcal (ranging from 2360 to 4070 

kcal, Table 1). Among the oxidative stress parameters measured, we observed an increase 

in plasmatic TBARS during this specific AO-D period. It is important to point out that our 

results refer only to blood parameters and those measures of tissue oxidative stress were 

not evaluated. 

Due to the chemical diversity of AO compounds present in foods, complete 

databases on food AO content are not available. In addition, levels of single AO in food do 

not necessarily reflect their total AO capacity; this also depends on the synergic and redox 

interactions among the different molecules present in the food(29). Some food composition 

data are available for flavonoids on the USDA website, but none are available in Brazil. 

Since 2003, the Ministry of Health in Brazil is developing the “TACO” (Brazilian Table of 

Food Composition) project, to provide data of a great number of nutrients in national and 

regional foods, but flavonoids are not included in that project. Besides, differences in 

vitamin content in foods can be explained by food composition that varies due to genetic 

and environmental variations and changes during storage and preparation. This variability 

should be taken into account when estimating the actual vitamin intake of an individual to 

be used as the basis of recommendations for improvement of vitamin status by dietary 

modification. The results should encourage using local food composition tables for 

reducing variability in vitamin content of foods from different geographical origins(30). 
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Potential limitations of this study include the brief duration of pill-taking (14 days), 

and we did not determine the effects of other doses of vitamin A, C and E in this trial. We 

did not measured plasmatic concentration of antioxidant vitamins after interventions. 

Besides, the observed difference may be attributable to differential genetic susceptibility, 

environmental factors not examined in this trial, or a combination of the above. 

In conclusion, we found a positive effect of antioxidant diet compared to 

supplementation, on TRAP and sulfhydryl, as well as a reduction of 28.7 % in carbonyl. 

TBARS increased 23.8 % after the antioxidant diet, coincident with the greater 

consumption of polyunsaturated fatty acids, and smaller vitamin E:PUFA ratio. The results 

indicate that the antioxidant diet offered protection against protein damage, but the smaller 

vitamin E:PUFA ratio favors lipid damage. 
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4.4. Estudo 3: SUPLEMENTAÇÃO ANTIOXIDANTE 

Este estudo apresenta uma amostra de 12 triatletas devido à perda amostral. 

A suplementação durou oito semanas. 

Este trabalho foi submetido por correio para publicação na revista The Journal of 

Sports Medicine and Physical Fitness dia 28 de maio de 2007. 

 

ANTIOXIDANT VITAMIN SUPPLEMENTATION AND OXIDATIVE STRESS IN 

TRIATHLETES 

 

ABSTRACT 

Background: Triathletes taking part in the Ironman triathlon supply a unique model 

to study the effects of exercise-induced oxidative stress and the effects of prolonged 

training on physiological processes. These athletes represent a population potentially 

exposed to oxidative damage due to high oxygen consumption during training. As a 

consequence, the idea of using antioxidant supplementation in athletes has become 

popular. The aim of this study was to describe oxidative stress parameters after 8 weeks of 

antioxidant vitamin supplement, at nutritional doses, during Ironman training. Methods: 

Twelve male amateur triathletes (mean±SD for age 31.8±5.6 yr; body mass 74.4±6.4 kg; 

height 1.76±5.2 m; fat mass 15.0±5.5 %; treadmill 2maxOV&  57.9±6.8 ml.kg-1.min-1; cycle-

ergometer 2maxOV&  59.2±6.4 ml.kg-1.min-1) participated in this descriptive study. All 

athletes trained 15.5±3.4 h.week-1, and took 900 µg retinol acetate, 15 mg α-tocopherol 

acetate, and 270 mg ascorbic acid capsules for 8 weeks. Blood samples, taken before and 

after 8 weeks, were analyzed for antioxidant enzyme activity, total antioxidant capacity, 

uric acid, sulfhydryl, carbonyl, and lipid peroxidation. Results: Activity of erythrocyte 

antioxidant enzyme decreased after 8 weeks of supplementation period (p<0.05); so did 

plasmatic carbonyls (p=0.001). We did not find significant differences in total antioxidant 

capacity, lipid peroxidation, uric acid, sulfhydryl, and creatine quinase during the period of 

the study. Conclusion: The effects of the antioxidant mixture were observed for doses that 

can be provided by a diversified and balanced diet. Whatever the mechanisms involved, 

the antioxidant mixture and/or training helped to preserve the endogenous antioxidant 

system after these 8 weeks. 

Key Words: free radicals, vitamin A, vitamin C, vitamin E, exercise. 
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INTRODUCTION 

 

Triathlon Ironman consists of three sequential and continuous aerobic modalities, 

and involves swimming 3.8 Km, cycling 180 Km, and running 42.195 Km. Triathletes 

training for Ironman spend around 18,000 kcal per week. Physical training can reduce 

erythrocyte susceptibility to oxidative stress 1, and increase antioxidant defenses 2, 3. The 

improvement in the enzymatic defense system that occurs with training was not enough to 

suppress oxidative stress induced by exercise, suggesting the need for using antioxidant 

(AO) supplementation in athletes 4. Supplementation is especially important during periods 

of intense training and/or competition. In this case, a normal diet is not always enough 5. 

Moreover, some athletes adopt unbalanced dietary regimens, which can cause poor 

nutritional status. Studies on animals suggest protection with supplementation, but it is not 

clear if antioxidant supplementation can provide the same protection in humans 6. A lot of 

antioxidants have been studied, either individually or combined 7. Positive results using 

vitamin C or E were found 8. However, since the antioxidant effect of vitamin C is 

enhanced in the presence of vitamin E 9, the combination of antioxidants may have a 

greater effect on quenching radical oxygen species. Earlier studies on the protective effects 

of vitamin supplementation, though, have been inconclusive: decreased oxidative stress 10-

12, no effect on lipid peroxidation 13-15, and even increased lipid peroxidation 16 and DNA 

damage 17. The popularity of antioxidant supplements in physically active people makes 

this an important area for research. Most of the studies uses high doses of supplementation, 

impossible of be reached through the feeding. There are few studies on the effect of 

oxidative stress on ultraendurance athletes. Most of the studies evaluate oxidative damage 

or protection parameters in acute exercise models. This study aims to describe oxidative 

stress parameters after 8 weeks of antioxidant vitamin supplement (ascorbic acid, α-

tocopherol, retinol acetate), at nutritional doses, during the training period for the Ironman 

competition.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Subject Characteristics 

Twelve healthy male athletes volunteered for this descriptive study (mean ± SD for 

age 31.8 ± 5.6 yr; height 1.76 ± 5.2 m; body mass 74.4 ± 6.4 kg; fat mass 15.0 ± 5.5 %). 

The sampling was intentional, being recruited the athletes that were in training to 

participate in Ironman Brazil 2006. Each subject was used as his own control. The body fat 

percentage was determined from the skinfold thickness measured at seven places, as 

described by Jackson and Pollock 18. All of them were amateurs and trained 15.5 ± 3.4 h 

each week, divided into 3.8 ± 1.2 h for swimming, 7.0 ± 1.4 h cycling, and 4.7 ± 0.8 h 

running. Treadmill and cycle-ergometer 2maxOV&  were 57.9 ± 6.8, and 59.2 ± 6.4 ml.kg-

1.min-1, respectively. Maximal oxygen uptake was measured using an automatic 

spiroergometric system, assessed breath by breath (CPX/d system; Medical Graphics 

Corporation; St Paul, MN). Subjects were selected on the basis of nonsmoking status, age 

between 21 and 43 years, and maintenance of regular exercise patterns. The subjects, who 

were antioxidant supplement users, were asked to discontinue the supplement for 1 month 

prior to the study. According to Mastaloudis et al. 19, one month is sufficient to wash out 

the plasma vitamins. They were instructed to refrain from making any drastic changes in 

their diet during the study. All subjects were informed of the experimental procedures and 

gave informed written consent in accordance with the Helsinki declaration. Approval was 

obtained from the university’s ethics committee. All subjects reported to the laboratory 

twice in the morning for blood collection, in rest and while fasting. The study was 

developed during the training and competition season in 2005/2006. 

 

Intervention 

Diet: to standardize feeding, subjects were instructed to consume a prescribed diet 

in the beginning of the study. Diets were computed using the NUT program (São Paulo, 

Brazil). Average daily intake was 3210 ± 766 kcal, of which 62.6 ± 2.5 % was 

carbohydrate, 16.4 ± 3.0 % protein, 21.1 ± 1.8 % fat, 44.8 ± 6.6 g fiber, 886.3 ± 47.6 µg 

retinol, 15.5 ± 0.7 mg dl-α-tocopherol, and 205 ± 21 mg vitamin C. 

Supplement: venous blood samples were obtained at the onset of the study (BASE) 

before any supplement was ingested. A supplement in the form of a capsule, consisting of 
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antioxidant vitamins (270 mg ascorbic acid, 900 µg retinol acetate, and 15 mg dl-α-

tocopherol acetate) was taken daily for the duration of the study (8 weeks). After 8 weeks 

on BASE, further blood samples were taken. These doses were chosen, because they can 

be consumed through the feeding. All supplements were encapsulated by Quiron Pharmacy 

(Porto Alegre, Brazil). Subjects were instructed to take a capsule a day. 

 

Blood Analysis 

Venous blood samples (~10 mL) were taken from an antecubital vein into 100 µL 

EDTA-10% tubes, in the early morning after fasting overnight. All samples were taken 

between 06.30 and 08.00. A part was used to determine hematological parameters such as 

erythrocyte number, hemoglobin concentration, hematocrit and reticulocyte. These were 

determined in an automatic flow cytometer analyzer (Sysmex SE9500, Sysmex SE9500-

RAM). Ferritin was determined by chemoluminescence (Vitros ECI, Ortho Clinical 

Diagnostics). The remaining blood was centrifuged at 1000g for 5 minutes. Plasma was 

aspirated and collected in eppendorf tubes and immediately frozen at -70 C for further 

analysis of carbonyl, sulfhydryl, creatine quinase (CK), total antioxidant capacity (TRAP), 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), and uric acid. The remaining 

erythrocytes were washed and centrifuged three times with the same volume of saline 

solution, prepared and frozen at -70 C till they were analyzed later for antioxidant enzyme 

activity. All samples (BASE and 8 weeks) were analyzed together. Each parameter was 

analyzed in different days. Blood levels of antioxidant vitamins were not measured in 

detriment to the measurement of total antioxidant capacity (TRAP). 

SOD Activity: Superoxide dismutase activity was determined by the inhibition rate 

of pyrogallol auto-oxidation at 420 nm. This activity was determined from a standard curve 

of commercially available SOD (percentage inhibition of pyrogallol auto-oxidation). The 

reaction medium consisted of 50 mmol.L-1 tris buffer (pH 9.2), 24 mmol.L-1 pyrogallol, 

and 30 µmol.L-1 catalase. The results were expressed as U SOD.mg protein-1 20. CAT 

Activity: Catalase activity was measured by tracking the fall in absorption at 240 nm. The 

reaction medium consisted of 50 mmol.L-1 phosphate buffer (pH 7.4) and 0.3 mol.L-1 

hydrogen peroxide. The results were expressed as pmol.L-1.mg protein-1 21. GPx Activity: 

Glutathione peroxidase activity was measured by following NADPH oxidation at 340 nm. 

The reaction medium consisted of 143 mmol.L-1 phosphate buffer (pH 7.5), 1 mmol.L-1 
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sodium azide, 0.5 mmol.L-1 tert butyl hydroperoxide, 0.25 U.mL-1 glutathione reductase, 

0.24 mmol.L-1 NADPH, and 5 mmol.L-1 reduced glutathione. The results were expressed 

as mmol.L-1.min-1.mg protein-1 22. TRAP: Total antioxidant capacity was measured in 

plasma using 320 µmol.L-1 trolox as standard antioxidant, according to the method used by 

Lissi et al. 23. The reaction medium consisted of 20 mmol.L-1 AZO, 50 mmol.L-1 phosphate 

buffer (pH 7.4), and 5.6 mmol.L-1 luminol. The results were expressed as µmol.L-1 trolox. 

TBARS: It was measured in plasma. The results were expressed as nmol.mg protein-1 24. 

Uric Acid: It was measured in plasma by Uricostat enzymatic AA Kit (Wiener 

Laboratories – Argentina). The results were expressed as mg.L-1. CK: It was measured in 

plasma by commercial kit (CK-NAC Liquiform, Labtest – Brazil). The results were 

expressed as U.L-1. Sulfhydryl: It was determined in plasma as described by Ellman 25. The 

results were expressed as thiol.mg protein-1. Carbonyls: It was measured in plasma at 360 

nm. The results were expressed as nmol.mg protein-1 26. Protein: was measured according 

to the Lowry method 27. 

 

Statistical Analysis 

Initially data was analyzed using Shapiro-Wilk tests. Statistical evaluation of results 

was carried out using t-test parametric statistics. In cases where normal distribution was 

not found, the corresponding non-parametric test was used (Wilcoxon test). The Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS 10.0) software was used. Significance was accepted 

at level p<0.05 and all values are reported as means ± standard deviation (SD). 

 

RESULTS 

 

Table I shows the indices of oxidative stress before and after the period of 

antioxidant vitamin supplementation in Brazilian amateur triathletes: basal (BASE) in the 

beginning (November 23rd), and after 8 weeks of supplementation (January 18th). 
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Table I. Oxidative stress parameters before and after supplementation (mean ± SD). 

Parameters BASE 8 weeks 

Catalase (pmol.mg prot-1)# 31.44 ± 3.58 27.04 ± 4.18* 

SOD (U SOD.mg prot-1) 42.45 ± 8.55 27.48 ± 3.68* 

GPx (mmol.min-1.mg prot-1) # 4.52 ± 0.54 3.41 ± 1.20* 

TBARS (pmol.mg prot-1) # 0.86 ± 0.27 0.84 ± 0.41 

TRAP (µmol.L-1 trolox) 168.68 ± 39.28 216.40 ± 93.28 

Carbonyls (nmol.mg prot-1) 11.06 ± 0.36 8.23 ± 2.32* 

Uric acid (mg.L-1) 47.73 ± 7.80 49.90 ± 10.87 

Sulfhydryl (thiol.mg prot-1) 3.33 ± 0.99 2.82 ± 1.13 

Note. TRAP: Plasma total antioxidant capacity; SOD: erythrocyte superoxide 

dismutase activity; GPx: erythrocyte glutathione peroxidase activity; TBARS: plasma 

thiobarbituric acid reactive substances. # Non-parametric tests for Catalase, GPx, and 

TBARS. * p< 0.05Between BASE and 8 weeks. 

 

Dependent t-test revealed a significant decrease in all erythrocyte antioxidant 

enzyme activities between BASE and 8 weeks. Catalase decreased by 14.0% (p=0.018, 

figure 1), glutathione peroxidase decreased by 24.6% (p=0.013, figure 2), and superoxide 

dismutase decreased by 35.3% (p<0.001, figure 3). 
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Fig. 1. –Individual catalase activity before and after 8 weeks of supplement (* p<0.05) 
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Fig. 2. – Individual glutathione peroxidase activity before and after 8 weeks of supplement 

(* p<0.05). 
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Fig. 3. – Individual superoxide dismutase activity before and after 8 weeks of supplement 

(* p<0.05). 

 

 

Moreover, there was a significant decrease of 25.6 % in plasma carbonyls between 

BASE and 8 weeks (p=0.001, figure 4). 
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Fig. 4. – Individual protein damage before and after 8 weeks of supplement (* p<0.05). 

 

There was no significant difference in TRAP, TBARS, uric acid, and sulfhydryl. 

However, we found a larger intersubject variability in TRAP (figure 5) after 8 weeks of 

supplementation (103.1-402.3 µmol.L-1 trolox), in comparison to BASE (113.5-240.2 

µmol.L-1 trolox). 
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Fig. 5. – Individual total antioxidant capacity before and after 8 weeks of supplement. 
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Creatine quinase levels didn’t change after 8 weeks of training and supplementation 

(1016 ± 742 vs. 1192 ± 564 U.L-1, BASAL vs. 8 weeks; p=0.321). 

 

Table II shows the basal hematological parameters in the twelve amateur triathletes. 

There was a decrease in erythrocyte and an increase in MCV and MCH at the end of eight 

weeks of endurance training. Compared to Tauler et al. 28, hematological parameters were 

similar. 

 

Table II. Hematological parameters before and after supplementation in triathletes. 

Parameters 

n=12 

Reference 

values 

BASE 

(mean ± SD) 

8 weeks 

(mean ± SD) 

Erythrocytes (106.µL-1) 4.5 – 6.1 5.06±0.23 4.87±0.30* 

Hemoglobin (g.dL-1) 13.3 - 16.7 15.14±0.49 14.79±0.70 

Hematocrit (%) 39.0 - 50.0 44.86±1.92 43.79±1.89 

MCV (fL) 82.0 - 98.0 88.74±4.30 90.03±3.79* 

MCH (pg) 27.3 - 32.6 29.90±1.24 30.36±1.27* 

MCHC (g.dL-1) 31.6 - 34.9 33.72±0.88 33.74±0.72 

RDW (%) 11.6 - 13.9 13.26±0.58 13.20±0.62 

Ferritin (ng.mL-1) 30 - 300 142.27±87.36 115.36±72.11 

Reticulocyte (%) 1.00- 2.00 1.04±0.26 1.18±0.31 

Note. MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: 

mean cell hemoglobin concentration ; RDW: red cell distribution width. * Between BASE 

and 8 weeks (p< 0.05). 

 

 

DISCUSSION 

 

The amount of vitamins used in the supplements of this study is in accordance with 

requirements for American dietary reference intakes (http://nal.usda.gov). Each capsule 

contains the equivalent amount to three times the RDA for vitamin C, and one time the 

RDA for vitamin C and E. 
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Data presented in our study shows that 8 weeks of training and antioxidant vitamin 

supplementation is associated with reduced antioxidant enzyme activity. As in our study, 

Palazzetti et al. 29 also used an antioxidant mixture in low doses. Their results showed that 

even at a lower dose of supplementation and at higher training level, antioxidants provided 

a protective effect against exercise-induced muscle damage in triathletes. Similarly, during 

two-week tapering training, triathletes supplemented with antioxidants vitamins had a 

significant decrease in SOD activity, and no changes in GPx activity at rest 30. It is not 

clear how exogenous antioxidants affect the efficiency of the endogenous antioxidant 

system. The antioxidant enzyme activity can be modified differently: first, increase 

(adaptation) or decrease if oxidative stress is important or lengthy (utilization) 5. The 

factors that influenced the results could be related to: (a) supplementation caused a down-

regulation in antioxidant enzymatic activity; (b) there was an adaptation to oxidative stress 

due to the training. 

The major effects of antioxidant supplementation can be accounted for by the fact 

that antioxidant synergic action can be evidenced when oxidative stress is increased. We 

did not find any increase in the oxidative stress through the parameters measured. It is 

important to point out that our protocol was accomplished in rest and without control 

group, not including evaluation of the effect of supplementation after an exercise session. 

In literature, we found two studies evaluating the acute effect of exercise after 6 weeks of 

antioxidant supplementation with 1 g vitamin C and 300 UI α-tocopherol in an 

ultramarathon of 50 km. In the 1st study, a group of female runners showed a smaller 

oxidative damage to DNA in comparison with the placebo group 13 whereas in the 2nd 

study, the supplementation totally inhibited lipid peroxidation induced by exercise in men 

and women. The authors pointed out that men and women responded differently to 

supplementation during the period, and men possibly benefited less from the antioxidants 
10, 13. We could not study female triathletes because the number of athletes in training for 

Ironman in our population was very low. 

Alessio et al. 31 propose that unless nutrition is severely compromised, oxidative 

stress under resting conditions would be expected to be minimal and would not be 

discernible in the same healthy subjects before and after 2 weeks of vitamin C 

supplementation. If stress is used to induce an antioxidant response, like exercise, then the 
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pro-oxidant stimulus needs to be intense and continued for a prolonged period of time to 

show different response patterns to oxidative stress. 

No significant differences were detected in lipid peroxidation (plasma TBARS 

concentrations) after 8 weeks of training and daily supplementation, a finding which is 

consistent with previous studies 13, 29. In contrast to this, Schröder et al. 11 demonstrate a 

significant decrease in lipid peroxide levels in professional basketball players after 32 days 

of administration of an antioxidant supplement (vitamins A, C, and E) during a regular 

competition season. Miyazaki et al. 32 showed that 12-weeks of endurance training 

decreased the amount of exercise-induced lipid peroxidation. Besides, in Tauler et al. 28, 

after a period of three months of supplementation with an antioxidant cocktail (500 mg of 

vitamin E, 30 mg of beta carotene and 1g of vitamin C a day), the group of supplemented 

athletes presented a smaller index of oxidative stress, SOD and CAT enzyme activity, 

compared to athletes in the placebo group. It should be considered if in the beginning of 

the study, lipid damage parameters were high; otherwise we don't have to expect reduction. 

Increased OH• formation can enhance protein tyrosine and phenylalanine oxidation 
33. In the present study, the levels of oxidative protein reduced after 8 weeks of training and 

supplementation (p=0.001). Miyazaki et al. 32 found that 12-week endurance training, 

without supplementation, unaffected the levels of oxidative protein. 

Palazzetti et al. 34 suggest that triathletes undertaking an overtraining protocol have 

their total antioxidant capacity reduced, that is, non-enzymatic antioxidants are strongly 

consumed during the training period. On the other hand, athletes in this study were not 

subjected to overtraining, as evidenced by creatine quinase, a marker of muscular damage, 

which did not change during the study. Our data did not show statistical differences in 

TRAP. However, we observed after 8 weeks of supplementation, a larger intersubject 

variability in comparison to initial periods of supplementation (figure 5). The TRAP gave 

an overall value corresponding to the sum of all AO. However, interpretation of the 

changes in AO capacity is difficult because it can increase as a result of nutritional effects 

or because of an adaptation to oxidative stress. Furthermore, some AO concentrations can 

be modified without any evolution of the TRAP 5. 

In this study, no correlation was found between creatine quinase, a marker of 

muscular damage, and oxidative stress parameters at the beginning or at the end of 

antioxidant supplementation. 
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Hematological parameters had the purpose of verifying any possible anemia or 

pseudoanemia in these athletes. The most common finding in athletes is dilutional 

pseudoanemia that is caused by plasma volume expansion rather than actual blood loss 35. 

Athletes tend to have lower hemoglobin concentrations than their sedentary counterparts. 

Sports anemia is a false anemia and a beneficial adaptation to aerobic exercise, caused by 

expanded plasma volume that dilutes red blood cells 36. We found a significant decrease in 

erythrocytes and an increase in MCV and MCH, despite not finding pseudoanemia in 

athletes, since erythrogram values, especially hemoglobin, were within the reference range. 

 

CONCLUSION 

We found a decrease in carbonyls and erythrocyte enzyme activities of catalase, 

glutathione peroxidase and superoxide dismutase after 8 weeks of training and 

supplementation. In contrast to, TRAP, TBARS, uric acid, sulfhydryl, and CK didn’t 

change. In this study, the antioxidant mixture was supplied in doses that can be provided 

by a diversified and balanced diet. Whatever the mechanisms involved, the antioxidant 

mixture and/or training helped to preserve the endogenous antioxidant system after these 8 

weeks. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Após a realização do estudo, pudemos observar que os marcadores de estresse 

oxidativo reagiram de forma diferente conforme o parâmetro de dano medido e a 

intervenção nutricional realizada. Nossos achados permitem aceitar parcialmente a 

primeira hipótese desse estudo, visto que o dano a proteínas foi menor após a dieta rica em 

antioxidantes, e que o dano a lipídeos foi menor após a suplementação. Entretanto, os 

resultados mostram que após a suplementação antioxidante, houve um aumento de dano a 

proteínas, e após a dieta rica em antioxidantes houve aumento do dano a lipídeos. 

A análise dos dados permitiu verificar que os níveis do sulfidril, a atividade da 

enzima superóxido dismutase e a capacidade antioxidante total estavam aumentados após a 

dieta antioxidante, aceitando parcialmente a segunda hipótese do estudo, já que o mesmo 

não ocorreu após o período da suplementação antioxidante. 

A terceira hipótese do estudo foi refutada, visto que não encontramos mudança 

nos níveis da enzima creatina quinase total com o incremento do volume de treino. Da 

mesma forma, a análise dos nossos dados não demonstrou correlação entre esta enzima e 

os parâmetros de estresse oxidativo. 
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6. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

 

Podemos apontar como limitações do estudo os seguintes aspectos: 

 

• A ausência de grupo placebo. 

• Não ter medido a concentração plasmática das vitaminas antioxidantes. 

• Não ter controlado a evolução individual do treinamento dos atletas durante o 

período do estudo. 

• Variabilidade no nível de treinamento da amostra. 

• Tamanho da amostra. 
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Anexos 

ANEXO I – FICHA DE COLETA DE DADOS 

Nome: __________________________________________ Código: ______________ 

FICHA DE COLETA DE DADOS: 

Dados de identificação: 

DN: _____________ Idade: ________ Convênio médico: _______________________ 

Fone: ________________ (res) __________________ (com) __________________ (cel) 

Email: _________________________________________________________________ 

Prática do triatlo (anos): ___________________ Ironman realizados: _______________ 

Nome treinador: _____________________________________ Fone: _______________ 

_______________________________________________________________________ 

 

Critérios de inclusão: 

Fumante: (  ) sim  (  ) não 

Medicamentos: anti-inflamatórios (  ) sim  (  ) não  analgésicos (  ) sim  (  ) não 

_______________________________________________________________________ 

Outro medicamento: ______________________________________________________ 

Suplementos: vitaminas (  ) sim  (  ) não  minerais (  ) sim  (  ) não 

_______________________________________________________________________ 

Exames: glicose (  ) sim  (  ) não colesterol (  ) sim  (  ) não TGL (  ) sim  (  ) não 

_______________________________________________________________________ 

 

Anamnese alimentar: 

Alergia a alimentos: _______________________________________________________ 

Intolerâncias: ____________________________________________________________ 

Alimentos que prefere: (  ) doce  (  ) salgado ____________________________________ 

________________________________________________________________________ 

Bebidas alcoólicas: ________________________________________________________ 

Tipo de líquidos ao longo do dia: _____________________________________________ 

________________________________________________________________________ 

Costuma adoçar as bebidas: (  ) sim  (  ) não (  ) açúcar (  ) adoçante __________________ 

_________________________________________________________________________ 
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado a participar de um estudo que visa determinar a 
correlação entre dieta, estresse oxidativo e exercício de ultra-resistência. Sua presença será 
necessária em torno de 2 vezes por mês ao longo do período de seis meses no Laboratório 
de Pesquisa do Exercício (LAPEX) da UFRGS, onde serão realizados os testes. 

Serão realizados dois testes de carga máxima em esteira rolante e cicloergômetro, 
para determinação do consumo máximo de oxigênio e limiares ventilatórios. Também 
serão realizadas uma avaliação da composição corporal e uma avaliação cardiológica. 

Você receberá orientação nutricional individualizada com prescrição dietética 
durante o período do estudo. O objetivo do estudo é comparar os efeitos de dietas ricas em 
antioxidantes ou de suplementos de antioxidantes em relação aos parâmetros de estresse 
oxidativo. Portanto, sempre antes e após as intervenções dietéticas de 2 semanas de 
duração, será coletada uma amostra sangüínea no turno da manha, em jejum e sem prática 
de exercício. 

Você será acompanhado por uma equipe de pesquisadores experientes, dessa 
forma, o risco de complicação é mínimo. 

Você também não deverá ser portador de qualquer tipo de doença, nem estar 
fazendo uso de qualquer medicação ou suplementação nutricional que por ventura possa 
interferir nos resultados do estudo em questão, como por exemplo, suplementos de 
vitaminas e minerais. 

A participação neste estudo é absolutamente voluntária, sem, portanto, qualquer 
tipo de gratificação, tendo direito aos seus resultados ao longo do estudo. 

Todas as informações serão confidenciais, tendo acesso a elas somente os 
profissionais envolvidos no estudo e o voluntário analisado. 

Você é livre para realizar perguntas antes, durante ou após o estudo, estando livre 
para desistir do mesmo em qualquer momento, sem prejuízo algum. 

Qualquer duvida ou dificuldade entre em contato com os pesquisadores pelo 
telefone 3308-5861. 

 
DECLARAÇÃO 

 
Declaro estar ciente dos benefícios, riscos e conseqüências deste estudo. Não 

receberei qualquer pagamento por minha participação, além do acesso aos meus resultados. 
Aceito, dessa forma, participar desta investigação. 

 
          

Nome:           

Endereço:          

Telefone:          

Porto Alegre,   de   de ______. 
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ANEXO III – PAR-Q: Questionário sobre prontidão para a atividade física 

 
Nome do participante:________________________________ Data: ______________ 

O PAR-Q é designado para ajudar você a ajudar a si mesmo. Muitos benefícios de saúde 

estão associados ao exercício regular, e o preenchimento do PAR-Q é um primeiro passo 

sensível a ser dado se você está planejando aumentar a quantidade de atividade física em 

sua vida. 

Para muitas pessoas, a atividade física não deve representar qualquer problema ou risco. O 

PAR-Q tem sido designado para identificar o pequeno número de adultos para quem a 

atividade física pode ser imprópria ou para aqueles que devem receber orientação médica 

sobre o tipo de atividade mais adequada para o seu caso. 

O bom senso é o seu melhor guia para responder a estas perguntas. Leia-as 

cuidadosamente e marque (x) no SIM ou NÃO ao lado da questão, dependendo se ela se 

aplica a você. 

SIM NÃO 

( ) ( ) 1. Seu médico alguma vez já lhe disse que você tem problema cardíaco? 

( ) ( ) 2. Você sente freqüentemente dores no coração ou no peito? 

( )  ( ) 3. Você muitas vezes se sente fraco ou tem fortes episódios de tontura? 

( ) ( ) 4. Algum médico já lhe disse que sua pressão arterial estava muito alta? 

( ) ( ) 5. Algum médico já lhe disse que você tem um problema ósseo ou articular 

tal como artrite que tenha sido agravado por exercício ou possa piorar com exercício? 

( ) ( ) 6. Há uma boa razão física não mencionada aqui pela qual você não deva 

seguir um programa de atividade mesmo que quisesse? 

( ) ( ) 7. Você tem mais de 65 anos e não está acostumado com exercício 

vigoroso? 
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ANEXO IV – REGISTRO ALIMENTAR 

RECORDATÓRIO ALIMENTAR DE 3 DIAS 

O objetivo deste registro é conhecer os seus hábitos alimentares. Para que eles estejam o 
mais próximo possível da sua realidade, é importante que você anote TUDO o que comer e beber 
durante estes 3 dias. Isto quer dizer o que comeres na hora das refeições e fora delas também (as 
conhecidas “beliscadas”). Sempre que souber, procure anotar as marcas dos fabricantes (por 
exemplo, requeijão da lacesa, pão integral da seven boys, etc.), indicar quando o alimento for light 
ou diet. Procure anotar com detalhes as quantidades (em medidas caseiras como colheres de 
sopa/chá, copo, caneca, etc. cheias ou rasas, grandes, médias ou pequenas) e qualidades (se comer 
fruta diga qual foi: banana, maçã, etc.). Quando comer pratos elaborados como lasanhas, quiches, 
pastelões, procure descrever o recheio e o tamanho da porção, comparando-a a outro alimento e/ou 
usando as medidas caseiras fornecidas. 

Indicar se os sucos são puros ou diluídos com água, se são adoçados com açúcar ou 
adoçante, se são naturais ou artificiais e a marca. 

Anotar o queijo parmesão (ralado) quando adicionar aos alimentos. 
Exemplo: 
 

DESJEJUM – 7h 
1 copo (de requeijão) de leite desnatado 
1 colher de sopa cheia de Nescau 
1 banana caturra 
1 pão francês de 50g 
1 colher de sopa rasa – margarina becel 
1 colher de sopa cheia de mel 
1 fatia de queijo lanche fatiado 
 
COLAÇÃO – 10h 
2 barras de cereal trio de morango com chocolate 
 
ALMOÇO – 12:30 
1 prato fundo de macarrão com 4 colheres de sopa cheias de molho de tomate pomarola, mais 1 
colher de sopa cheia de queijo parmesão ralado. 
1 coxa de frango sem pele mais 1 sobrecoxa sem pele 
2 rodelas finas de beterraba cozida e 2 folhas médias de alface sem tempero 
2 copos (de requeijão) de suco de uva izzi puro 
1 picolé chicabom de sobremesa 
 
LANCHE – 18h 
3 bananas médias e 6 bolachas de água e sal 
 
MERENDA – não comi nada 
 
JANTA – 22h 
1 pizza sadia sabor calabresa 
2 copos de coca-cola normal 
3 bombons sonho de valsa 
 
CEIA – não comi nada 
 

Procure não alterar seus hábitos alimentares nestes dias. Anote logo após ou durante as 
refeições. Não julgue sua alimentação, faça as anotações e depois questione suas duvidas. 
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Nome:       Código:  Data: 

Refeição 

Hora / Local 

Alimento 

Quantidade em gramas e/ou medidas caseiras 

Marca / fabricante 
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ANEXO V – ORIENTAÇÕES PARA OS TESTES 

 

Atenção aos cuidados antes de cada procedimento: 

 

Avaliação da composição corporal: 

 Não realizar nenhum exercício pelo menos 4h antes da avaliação. Vestir calção ou 

sunga. 

 

Potência aeróbia máxima (VO2máx) - esteira e cicloergômetro 

 Comparecer ao local do teste 15 minutos antes do combinado, trajando roupa e 

tênis adequado, no caso do teste no cicloergômetro trazer sua sapatilha de ciclismo. 

Não consumir café ou qualquer tipo de bebidas alcoólicas nas 24h que antecedem 

os testes. 

Não realizar exercícios extenuantes nas 24h que antecedem os testes. 

Ingerir suas refeições habituais, cuidando para não realizar o exercício em jejum, ou 

com intervalo pequeno entre a refeição e o teste, tentando evitar qualquer desconforto 

gastrintestinal ou mal estar durante o exercício. 

 

Coletas de sangue: 

As coletas de sangue serão realizadas sempre no turno da manhã, entre 6h30min e 

7h30min no LAPEX, EM JEJUM! Não pode haver nenhum exercício / atividade física e 

nenhuma refeição até a hora da coleta de sangue. 

Deve haver um jejum de pelo menos 6h. 

Não ingerir bebidas alcoólicas pelo menos 24h antes das coletas de sangue. 

Não realizar exercício intenso nas 24h anteriores a coleta de sangue. 

 

Qualquer dúvida ou dificuldade entrar em contato com Cláudia pelo telefone 9106-

2092 ou cds_nut@hotmail.com. 
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ANEXO VI – COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

 
 

 



 119 

ANEXO VII – VALORES INDIVIDUAIS DOS PARÂMETROS SANGUINEOS 
Tabela 1 – Valores individuais de compostos fenólicos (equiv. ácido tânico.mL plasma-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 65,10 63,91 95,82 78,50 73,94 81,33 68,93 

2 74,12 69,47 72,39 64,73 60,99 69,93 59,26 

3 65,37 60,81 66,10 76,95 73,94 67,19 63,09 

4 71,75 81,05 101,02 61,91 68,47 66,37  

5 129,01 103,30 91,45 82,42 73,12 77,77 67,83 

6 65,19 79,14 65,28 65,92 67,29 62,27 53,52 

7 71,84 61,72 76,22 109,23 72,57 67,01 63,09 

8 54,52 74,40 101,48 73,30 78,41 56,07 66,28 

9 62,00 82,06 68,74 80,14 91,17 81,87 65,74 

10 79,78 67,74 84,70 65,74 79,87 68,65 68,84 

11 89,08 62,45 93,18 75,86 73,85 81,69 91,17 

12 78,32 80,51 84,52 72,48 78,41 83,51 85,43 

13 73,12 57,17 73,94 75,58 72,48 72,30 78,32 

Tabela 2 – Valores individuais de TRAP (µmol.L-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 198,13 228,68 244,18 174,01 126,68 192,66 402,35 

2 206,93 182,77 96,20 194,80 113,48 137,23 293,09 

3 220,73 84,98 100,78 149,63 126,68 134,60 248,00 

4 185,54 266,80 295,22 230,66 145,15 215,21  

5 168,30 275,17 142,02 285,15 153,07 174,18 315,64 

6 107,66 180,69 234,52 230,66 139,87 135,92 107,66 

7 292,46 356,11 160,34 220,21 176,82 137,23 103,08 

8 186,68 151,04 231,76 271,13 163,63 269,19 153,47 

9 253,84 287,31 171,79 145,40 240,16 126,68 155,76 

10 137,43 162,31 240,04 232,68 171,54 153,07 114,53 

11 273,15 230,66 139,72 220,73 216,41 205,85 219,89 

12 177,52 252,46 267,08 250,89 205,85 213,77 226,77 

13 254,94 250,89 142,02 277,29 190,02 139,87 256,54 
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Tabela 3 – Valores individuais de catalase (pmol.mg proteína-1 ). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

Sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 32,51 28,05 40,48 30,32 33,54 32,06 30,79 

2 27,27 27,61 26,09 24,06 31,51 35,08 21,92 

3 34,91 34,17 30,34 25,01 33,11 38,22 29,26 

4 22,22 29,72 32,94 30,35 31,26 28,86   

5 39,03 33,26 30,44 25,31 29,66 36,38 31,55 

6 25,66 36,62 32,38 32,75 35,72 39,02 24,51 

7 26,69 29,66 23,44 24,65 22,65 32,44 22,25 

8 28,37 28,45 25,71 31,5 31,31 35,38 22,09 

9 34,56 30,43 26,64 32,38 35,59 31,93 22,00 

10 27,39 31,68 29,46 31,98 27,90 25,53 32,33 

11 29,02 30,01 26,67 22,74 30,48 39,15 29,00 

12 25,03 26,71 23,83 32,03 32,63 33,27 27,95 

13 30,94 38,73 25,72 28,42 33,24 39,83 30,89 

 
Tabela 4 – Valores individuais de superóxido dismutase (U SOD.mg proteína-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 14,73 30,38 13,89 35,81 42,41 33,11 26,54 

2 17,27 31,24 16,59 28,94 30,84 29,59 19,71 

3 8,55 36,42 15,79 36,14 29,56 33,76 30,02 

4 12,24 37,97 20,54 29,12 51,10 36,58   

5 15,86 21,76 17,31 18,80 48,21 31,55 30,31 

6 18,73 27,45 19,77 35,54 43,72 34,01 25,78 

7 20,41 32,23 15,47 38,16 32,87 36,37 26,88 

8 14,07 32,97 15,29 33,99 51,08 38,47 29,82 

9 17,77 33,04 15,60 27,55 51,59 34,16 24,15 

10 12,82 31,99 13,16 37,38 46,56 38,62 33,95 

11 18,68 33,13 18,07 29,21 53,88 37,55 24,87 

12 11,89 28,55 15,46 31,51 34,23 35,77 28,30 

13 17,70 34,58 22,51 37,29 44,43 37,95 29,45 
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Tabela 5 – Valores individuais de glutationa peroxidase (mmol.min-1.mg proteína-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 4,10 3,86 3,48 4,65 5,05 4,61 2,82 

2 3,12 3,00 3,52 4,34 4,67 5,63 2,93 

3 3,09 4,24 4,01 3,68 4,96 5,35 3,09 

4 3,62 4,79 3,57 4,04 4,96 5,32   

5 3,62 4,40 3,92 3,68 4,88 4,11 6,63 

6 4,19 4,72 3,65 4,23 4,95 4,57 3,90 

7 3,22 3,75 3,85 3,68 3,34 4,32 2,78 

8 3,57 4,26 3,20 4,05 4,63 4,48 2,19 

9 3,18 3,19 4,12 3,63 4,23 4,56 3,34 

10 4,70 3,95 3,44 5,26 3,78 5,25 4,45 

11 3,11 3,35 4,30 3,97 4,83 5,24 2,37 

12 3,79 3,39 3,51 3,32 4,05 5,49 3,58 

13 3,45 4,19 3,80 4,25 4,84 5,50 2,80 

 
Tabela 6 – Valores individuais de carbonilas (nmol.mg proteína-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 11,73 6,63 15,48 16,46 11,07 20,89 8,29 

2 11,54 15,80 14,69 10,31 10,87 21,18 5,02 

3 9,64 15,47 14,08 10,01 10,33 21,25 9,72 

4 15,41 9,29 13,29 15,95 11,23 21,90   

5 10,12 15,21 14,32 11,73 10,91 20,75 6,28 

6 15,60 10,25 14,93 15,07 11,15 21,36 3,18 

7 14,49 14,41 12,03 9,31 10,75 20,30 8,63 

8 15,23 11,06 9,16 14,58 11,65 20,31 10,05 

9 7,82 15,50 14,08 9,59 11,49 22,10 9,61 

10 15,88 8,97 9,72 15,36 11,08 20,08 8,00 

11 9,53 15,68 16,56 11,35 10,97 21,51 8,86 

12 14,97 12,24 8,17 16,42 11,03 20,89 11,09 

13 12,34 16,52 16,38 10,24 11,47 22,08 10,10 



 122 

Tabela 7 – Valores individuais de ácido úrico (mg.L-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 40,96 37,45 46,08 32,78 51,26 55,90 46,91 

2 37,57 33,65 34,50 31,37 37,71 45,75 55,53 

3 25,61 27,50 31,18 23,06 34,78 38,00 44,77 

4 45,02 40,59 61,08 45,43 40,54 45,21  

5 50,46 53,58 55,35 54,98 46,01 49,38 35,94 

6 21,22 23,25 25,36 31,23 44,30 37,86 36,59 

7 36,77 48,58 40,22 33,58 43,51 33,22 48,76 

8 57,38 40,41 56,29 45,86 46,95 45,64 44,45 

9 49,05 57,02 46,86 41,33 56,80 49,99 61,11 

10 35,06 27,86 38,36 43,25 46,15 67,71 38,04 

11 57,63 55,35 44,28 31,55 61,51 51,51 53,79 

12 51,85 51,29 65,06 50,24 56,73 69,73 65,71 

13 46,98 40,97 38,75 39,85 47,09 50,03 67,16 

 
Tabela 8 - Valores individuais de TBARS (pmol.mg proteína-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 3,48 3,55 1,58 1,40 0,79 0,44 0,75 

2 1,66 2,01 2,57 3,46 0,99 0,68 0,60 

3 2,02 1,37 3,02 3,51 0,60 1,29 0,54 

4 3,16 3,54 1,67 1,47 0,67 0,60   

5 1,61 1,99 3,35 3,88 0,95 0,39 0,91 

6 3,06 3,01 1,85 1,73 0,52 1,42 1,93 

7 1,99 2,71 2,39 3,14 1,27 0,40 0,62 

8 2,10 3,54 1,44 1,17 0,67 1,52 0,59 

9 1,63 1,32 2,88 4,39 1,36 1,15 1,16 

10 2,20 2,92 1,39 2,55 0,95 0,63 1,09 

11 1,47 0,87 2,99 3,84 0,50 0,52 0,88 

12 3,05 2,53 1,93 1,31 0,88 0,88 0,60 

13 1,60 1,69 3,36 3,25 0,87 0,49 0,47 
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Tabela 9 – Valores individuais de sulfidril (thiol.mg proteína-1). 
 Dieta controle Dieta Antioxidante Suplemento Antioxidante 

sujeitos antes depois antes depois antes depois 8 semanas 

1 2,24 4,47 5,62 3,33 2,31 2,74 2,97 

2 4,01 3,41 2,28 3,92 4,61 4,12 2,37 

3 2,86 2,62 1,95 3,30 3,35 2,54 4,5 

4 1,35 2,83 3,57 3,40 2,65 4,55 . 

5 9,56 1,75 1,66 3,73 1,84 1,97 2,09 

6 1,83 2,56 6,41 4,03 2,61 2,51 1,77 

7 8,15 4,48 1,57 3,31 2,18 3,85 4,66 

8 1,85 3,68 7,53 2,25 4,32 3,53 3,82 

9 2,72 3,18 1,60 2,53 3,86 3,15 1,32 

10 2,18 3,02 9,48 5,62 3,66 0,83 1,27 

11 3,19 1,75 2,02 3,90 2,58 1,72 2,98 

12 3,11 4,13 4,44 1,71 4,37 1,63 2,75 

13 2,92 2,7 2,5 3,17 4,3 3,2 3,41 

 
Tabela 10 – Valores individuais de creatina quinase (U.L-1). 
sujeitos Antes suplementação Depois suplementação 8 semanas suplementação 

1 576,77 803,43 710,74 

2 535,48 547,63 1041,83 

3 1191,58 1093,23 1752,97 

4 1013,09 867,38  

5 892,88 1234,89 1098,90 

6 847,95 1268,08 1751,35 

7 621,29 724,91 545,20 

8 3079,74 719,65 1984,08 

9 468,30 841,07 737,05 

10 1688,21 858,07 1115,49 

11 621,29 577,98 565,44 

12 1127,23 1309,37 2121,70 

13 545,60 640,31 885,19 
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ANEXO VIII – PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS AO LONGO DO ESTUDO 
Tabela 1 – Valores hematológicos antes da intervenção dietética 1 
Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,39 14,6 43,8 99,7 33,2 33,3 13,1 0,82 35998 51 

2 4,93 16,0 47,4 96,1 32,4 33,7 14,0 0,85 41905 130 

3 5,20 15,1 45,5 87,5 29 33,1 13,8 1,06 55120 96 

4 4,62 14,2 42,5 91,9 30,7 33,4 12,7 0,74 34188 36 

5 4,98 14,6 42,5 85,3 29,3 34,3 12,9 1,45 72210 114 

6 5,13 15,9 46,3 90,2 30,9 34,3 13,7 1,06 54378 32 

7 5,07 16,0 45,7 90,1 31,5 35,0 12,3 1,79 90753 134 

8 5,05 15,3 45,5 90,0 30,2 33,6 13,2 0,95 47975 248 

9 5,19 15,8 47,1 90,7 30,4 33,5 12,4 0,99 51381 218 

10 5,05 15,4 44,9 88,9 30,4 34,2 12,6 1,25 63125 144 

11 5,24 15,6 46,4 88,5 29,7 33,6 14,3 1,30 68120 75 

12 5,48 16,3 48,3 88,1 29,7 33,7 13,0 1,16 63568 18 

13 5,10 14,7 43,5 85,2 28,8 33,7 13,0 1,24 63240 74 

Tabela 2 – Valores hematológicos depois da intervenção dietética 1 
Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,32 14,0 43 99,5 32,4 32,5 12,8 0,66 28512 86 

2 5,05 16,0 47,5 94 31,6 33,6 12,8 0,91 45955 163 

3 5,35 15,5 45,8 85,6 28,9 33,8 13,2 0,92 49220 108 

4 4,92 14,8 44,5 90,4 30,0 33,2 12,3 0,95 46740 39 

5 5,06 14,6 43,1 85,1 28,8 33,8 12,3 1,26 63756 132 

6 5,16 15,5 46,2 89,5 30,0 33,5 13,3 1,06 54696 26 

7 5,04 16,0 45,4 90 31,7 35,2 12,2 1,67 84168 103 

8 5,07 15,3 45,9 90,5 30,1 33,3 12,7 0,86 43602 200 

9 5,22 15,7 47,2 90,4 30,0 33,2 12,1 0,80 41760 258 

10 5,32 16,1 47,4 89 30,2 33,9 12,3 0,81 43092 163 

11 5,21 15,4 46,3 88,8 29,5 33,2 13,1 1,15 59915 104 

12 5,66 16,3 49,5 87,4 28,7 32,9 12,5 1,05 59430 29 

13 5,28 14,9 45 85,2 28,2 33,1 12,9 0,96 50688 67 
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Tabela 3 – Valores hematológicos antes da intervenção dietética 2 
Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,20 13,2 41,0 97,6 31,4 32,1 13,1 1,02 42840 100 

2 5,43 17,3 52,7 97,0 31,8 32,8 13,4 1,25 67875 154 

3 5,17 14,7 44,7 86,4 28,4 32,8 12,8 0,80 41360 208 

4 4,92 15,1 44,4 90,2 30,6 34 12,4 1,05 51660 65 

5 5,28 14,9 44,6 84,4 28,2 33,4 12,5 1,08 57024 192 

6 5,01 15,2 45,0 89,8 30,3 33,7 13,4 1,01 50601 26 

7 5,11 16,0 45,7 89,4 31,3 35 11,7 1,73 88403 191 

8 5,26 15,3 47,2 89,7 29 32,4 12,6 0,85 44710 239 

9 4,75 14,4 43,0 90,5 30,3 33,4 12,5 0,91 43225 277 

10 5,41 16,2 48,3 89,2 29,9 33,5 12,3 0,95 51395 206 

11 5,13 15,2 44,7 87,1 29,6 34 13,0 1,09 55917 113 

12 5,83 16,8 49,6 85,0 28,8 33,8 12,8 1,03 60049 46 

13 5,36 15,4 46,0 85,8 28,7 33,4 12,8 0,95 50920 96 

 
Tabela 4 – Valores hematológicos depois da intervenção dietética 2 
Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,54 14,0 44,3 97,5 30,8 31,6 13,4 0,79 35866 113 

2 5,13 15,9 49,5 96,4 30,9 32,1 13,5 0,78 40014 133 

3 5,13 14,5 44,9 87,5 28,2 32,2 14,0 1,18 60534 110 

4 4,72 14,9 42,3 89,6 31,5 35,2 12,3 0,87 41064 64 

5 5,17 14,7 42,9 82,9 28,4 34,2 12,7 1,50 77550 123 

6 5,40 15,7 47,7 88,3 29,0 32,9 13,4 1,02 55080 29 

7 4,97 15,2 43,9 88,3 30,5 34,6 12,3 1,37 68089 130 

8 5,08 15,1 45,3 89,1 29,7 33,3 12,8 0,93 47244 213 

9 4,94 14,6 44,2 89,4 29,5 33,0 12,8 1,13 55822 313 

10 5,03 15,5 44,9 89,2 30,8 34,5 12,5 1,05 52815 151 

11 5,04 15,1 44,4 88 29,9 34,0 13,1 1,28 64512 84 

12 5,62 16,3 48,4 86,1 29,0 33,6 13,2 1,28 71936 50 

13 5,10 14,3 43,6 85,4 28,0 32,7 13,3 0,90 45900 85 
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Tabela 5 – Valores hematológicos antes da suplementação antioxidante 
Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,64 14,8 45,9 98,9 31,8 32,2 14,1 1,28 59392 108 

2 4,98 15,8 46,5 93,3 31,7 33,9 13,0 0,67 33366 192 

3 5,44 15,5 47,7 87,6 28,4 32,4 14,4 1,07 58208 55 

4 4,71 14,0 42,3 89,8 29,7 33,0 12,8 1,05 49455 57 

5 5,00 14,4 41,7 83,4 28,8 34,5 12,9 1,05 52500 135 

6 5,27 15,9 46,5 88,2 30,1 34,1 13,6 0,91 47957 32 

7 4,76 14,8 41,9 88,0 31,0 35,3 12,8 1,55 73780 130 

8 5,00 14,9 44,6 89,2 29,8 33,4 13,0 0,95 47500 231 

9 5,09 15,2 45,2 88,8 29,8 33,6 12,9 1,02 51918 312 

10 5,15 15,6 45,8 88,9 30,2 34,0 12,5 0,77 39655 223 

11 5,06 14,8 43,4 85,7 29,2 34,1 13,4 1,30 65520 78 

12           

13 5,26 14,8 44,3 84,2 28,1 33,4 13,2 0,83 43658 69 

 
Tabela 6 – Valores hematológicos depois de 14 dias da suplementação antioxidante 
Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,45 14,4 43,8 98,4 32,3 32,8 13,6 1,03 45835 96 

2 5,29 16,9 50,1 94,7 31,9 33,7 13,3 0,74 39146 174 

3 5,34 15,0 47,4 88,7 28,0 31,6 14,3 0,68 36312 194 

4 4,94 15,0 44,8 90,6 30,3 33,4 12,9 1,16 57304 61 

5 5,12 14,7 44,1 86,1 28,7 33,3 13,0 1,52 77824 98 

6 5,03 15,3 44,8 89,0 30,4 34,1 13,8 0,98 49294 36 

7 5,13 15,9 46,0 89,6 30,9 34,5 12,7 1,40 71820 120 

8 5,04 15,2 44,9 89,0 30,1 33,8 13,1 0,99 49896 236 

9 4,90 14,8 44,4 90,6 30,2 33,3 13,0 1,06 51940 274 

10 4,92 15,0 44,6 90,6 30,4 33,6 12,4 0,96 47232 176 

11 5,06 15,0 44,5 87,9 29,6 33,7 13,4 1,38 69828 77 

12 5,09 15,2 44,7 87,8 29,8 34,0 13,4 1,13 57517 38 

13 5,21 14,7 44,7 85,7 28,2 32,8 13,3 0,99 51579 60 
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Tabela 7 – Valores hematológicos após 8 semanas de suplementação antioxidante 

Atleta 

 

Eritróc. 

(106.µL-1) 

Hb 

(g.dL-1) 

Ht 

(%) 

VCM 

(fL) 

HCM 

(pg) 

CHCM 

(g.dL-1) 

RDW 

(%) 

Reticul. 

(%) 

Reticul. 

(uL) 

Ferritina 

(ng.mL-1) 

1 4,28 13,8 42,4 99,0 32,2 32,5 13,4 1,04 44512 65 

2 4,77 15,5 45,0 94,3 32,4 34,4 13,3 0,90 42930 171 

3 5,50 16,0 48,2 87,6 29,0 33,1 14,4 0,99 54450 69 

4           

5 4,77 13,9 41,1 86,1 29,1 33,8 13,0 1,50 71550 102 

6 4,81 14,6 42,9 89,1 30,3 34,0 14,0 1,61 77441 20 

7 4,71 14,8 42,4 90,0 31,4 34,9 12,5 1,75 82425 85 

8 4,71 14,2 42,9 91,0 30,1 33,1 12,9 1,15 54165 255 

9 4,86 15,0 44,0 90,5 30,8 34,0 12,6 0,74 35964 194 

10 5,06 15,4 45,0 88,9 30,4 34,2 12,5 0,98 49588 175 

11 5,09 15,2 44,5 87,4 29,8 34,1 13,0 1,15 58535 69 

12 5,57 16,5 48,6 87,2 29,6 33,9 13,3 1,47 81879 39 

13 5,01 14,3 43,3 86,4 28,5 33,0 13,6 1,12 56112 64 
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ANEXO IX – SUBMISSÃO DE ARTIGO – ESTUDO 1 

De: RBME [mailto:rbme@rbme.org.br]  
Enviada em: segunda-feira, 21 de maio de 2007 14:50 
Para: Álvaro 
Assunto: RBME - Confirmação do recebimento de artigo 

 

 

 

 

Prezado(a) Autor(a): 
 
Comunicamos o recebimento do artigo de sua autoria intitulado "EFEITO DO EXERCÍCIO 
DE ULTRA-RESISTÊNCIA SOBRE PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO", 
código 102/2007, para publicação na Revista Brasileira de Medicina do Esporte. 
O referido artigo foi enviado para o processo de revisão pelos pares (peer-review) e 
solicitamos a sua atenção para os comentários dos revisores que lhe serão enviados 
oportunamente.  
 
Informações de acesso como autor(a) : 
 
. Login: aroliveira@esef.ufrgs.br 
. URL: http://www.rbme.org.br 
 
Agradecemos a importante colaboração que seu artigo traz à RBME e lembramos que é 
fundamental a máxima agilidade na resposta aos revisores, para minimizar o período entre a 
submissão e a publicação do seu artigo. 

 

 

 Atenciosamente,  

 

 

 

 Prof. Dr. Antonio Claudio Lucas da Nóbrega  

 Editor Chefe  
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ANEXO X –ANÁLISE ESTATÍSTICA DO EFEITO CARRYOVER 

Tabela 1 – Resultado da análise estatística do efeito carryover sobre os parâmetros de 

estresse oxidativo em 13 triatletas. 

Variável Carryover Ef Sequência Ef Tratamento Ef Período 

CAT 1 e 2 0,1333 0,1198 0,1394 0,3987 
GPx 1 e 2 0,2807 0,2222 0,5548 0,7208 
SOD 1 e 2 0,4645 0,4641 0,2873 0,0000* 
Carbonilas 1 e 2 0,7309 0,7871 0,2957 0,0000* 
TBA 1 e 2 0,1276 0,167 0,2846 0,0082* 
TRAP 1 e 2 0,5059 0,5608 0,2454 0,0018* 
Ác.Úrico 1 e 2 0,9416 0,9575 0,9885 0,0082* 
Fenólicos 1 e 2 0,0985 0,1231 0,8034 0,313 
Sulfidril 1 e 2 0,6688 0,7313 0,7132 0,0000* 
CAT 3 e 4 0,6618 0,6857 0,8784 0,7761 
GPx 3 e 4 0,045* 0,077 0,3522 0,0022* 
SOD 3 e 4 0,5785 0,5089 0,5999 0,0173* 
Carbonilas 3 e 4 0,4683 0,4761 0,5782 0,0002* 
TBA 3 e 4 0,617 0,6356 0,9115 0,9043 
TRAP 3 e 4 0,8716 0,8877 0,5869 0,5741 
Ác.Úrico 3 e 4 0,8703 0,9027 0,074 0,2594 
Fenólicos 3 e 4 0,6038 0,6841 0,2759 0,0052* 
Sulfidril 3 e 4 0,9494 0,9518 0,6088 0,0155* 
delta CAT 0,2545 0,3165 0,3054 0,6858 
delta SOD 0,2676 0,3305 0,7216 0,0016* 
delta GPx 0,2801 0,2028 0,8565 0,0586 
delta Carbonilas 0,3282 0,3528 0,978 0,0000* 
delta TBA 0,3868 0,427 0,45 0,0257* 
delta TRAP 0,2403 0,253 0,7424 0,0117* 
delta ác.úrico 0,1166 0,1355 0,1292 0,4072 
delta fenólicos 0,5294 0,5846 0,2626 0,0029* 
delta sulfidril 0,6399 0,6526 0,5699 0,0017* 
Os números 1 e 2 referem-se aos momentos antes (1) e depois (2) do primeiro momento da 

intervenção dietética onde metade dos indivíduos fez a dieta controle e metade a dieta 

antioxidante. Os números 3 (antes) e 4 (depois) correspondem aos momentos após o 

cruzamento (crossover) da amostra. 

* p<0,05 indica que houve efeito do período e os dados não podem ser agrupados. 
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ANEXO XI – SUBMISSÃO DE ARTIGO - ESTUDO 2 

 

 


