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RESUMO

A acerola (Malpighia ermaginata) é uma fruta tropical rica em carotenoides, fenolicos,
flavonoides e antocianinas, utilizada em diversos estudos por suas propriedades
farmacologicas, em especial suas atividades antioxidante e antiinflamatoria, através de
abordagens in vitro e in vivo. Biocompostos como os flavondides e as antocianinas,
presentes na acerola, tem efeitos imunomoduladores e efeitos supressores sobre espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e nitrogénio (ERN). A prética de exercicios extenuantes
aumenta a liberacdo destas substancias, junto a um aumento transitério de leucocitos
circulantes. Assim, nosso objetivo com este estudo foi investigar se a ingestdo de uma
dose unica do suco de acerola pré exercicio exaustivo promoveria alteragdes no
desempenho, respostas biogquimicas e resposta imune aguda. Doze homens adultos
treinados participaram do estudo em estratérgia randomizada, crossover e duplo-cego,
onde consumiram uma dose Unica do suco de acerola (ACE) ou de uma bebida controle
(CON) duas horas antes do teste incremental em esteira, até a exaustdo. O tempo total do
teste, a distancia percorrida e a peroxidacéo lipidica dos participantes nao diferiram entre
grupos (p > 0,05). Mas um aumento para albumina sérica, diminuicdo do acido Urico
sérico e um efeito protetor ao aumento dos niveis de CK, LDH, TGO e TGP foram
observadas no grupo ACE. Na contagem diferencial de neutréfilos, linfécitos, mondcitos,
eosinofilos, bastonetes e basofilos ndo houve efeito significativo ( p>0,05) com a ingestao
de bebida ACE ou CON. Mas uma diminuicdo com efeito préatico foi observado para a
contagem de monacitos no grupo CON. Assim, possivelmente pelo efeito protetor de seus
biocompostos e da sinergia de seus fitonutrientes, observamos um efeito do suco de
acerola contra o aumento do dano tecidual agudo para o exercicio e a diminui¢do dos

monaocitos pos exercicio extenuante.

Palavras-chave: Acerola. Dano tecidual. Exercicio extenuante.



ABSTRACT

Acerola (Malpighia ermaginata) is a tropical fruit rich in carotenoids, phenolics,
flavonoids and anthocyanins, used in several studies for its pharmacological properties,
especially its antioxidant and anti-inflammatory activities, through in vitro and in vivo
approaches. Biocompounds such as flavonoids and anthocyanins, present in acerola, have
immunomodulatory effects and suppressive effects on reactive oxygen species (Eros) and
nitrogen (ERN). The practice of strenuous exercises increases the release of these
substances, along with a transient increase in circulating leukocytes. Thus, our aim with
this study was to investigate whether the intake of a single dose of acerola juice pre
exhaustive exercise would promote changes in performance, biochemical responses and
acute immune response. Twelve trained adult men participated in the randomized,
crossover, and double-blind study, where they consumed a single dose of acerola juice
(ACE) or a control drink (CON) two hours before the incremental treadmill test until
exhaustion. The total time of the test, the distance traveled and the lipid peroxidation of
the participants did not differ between groups (p > 0.05). But an increase for serum
albumin, decrease of serum uric acid and a protective effect to increase levels of CK,
LDH, TGO and TGP were observed in the ACE group. In the differential count of
neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, band cells and basophils there was no
significant effect (p > 0.05) with the intake of ACE or CON drink. But a decrease with
practical effect was observed for monocyte count in the CON group. Thus, possibly due
to the protective effect of its biocomposites and the synergy of its phytonutrients, we
observed an effect of acerola juice against increased acute tissue damage for exercise and

decreased monocytes after strenuous exercise.

Keywords: Acerola. Tissue damage. Strenuous exercise.
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1. INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata) é uma fruta pequena (1-4 cm de didmetro) com
cerca de 2-15 gramas, de cor verde em seu estagio imaturo e vermelho na fase madura,
conhecida por seu rico conteudo de acido ascorbico e diversos fitonutrientes (PRAKASH;
BASKARAN, 2018a; XU et al., 2020). Despertou um aumento do interesse entre a
comunidade cientifica nos ultimos anos pois além de apresentar um alto contetdo de
Vitamina C — cerca de 1500mg por 100g™ do fruto maduro, o que é por volta de 50 vezes
da quantidade geralmente encontradas na laranja ou no limdo (FERREIRA et al., 2021;
FREIRE et al., 2013) e ainda melhor absorvida em comparacdo ao acido ascorbico
sintético (ASSIS et al., 2008; UCHIDA et al., 2011), também apresenta uma variedade
de biocompostos como carotenoides, flavonodides e antocianinas, com diversas
propriedades biofuncionais (PRAKASH; BASKARAN, 2018a).

Desde 1946, autores como Asenjo e Guzman, (1946) e Norman e Clein (1956)
caracterizaram o fruto e o suco da Acerola e investigaram suas propriedades nutricionais.
Até entdo, extratos e compostos bioativos da fruta isolados sdo estudados, expandindo a
utilizacdo para além da nutricdo, ao testar suas propriedades farmacoldgicas e funcionais

em modelagens in vitro e in vivo.

Hoje, ja é bem evidenciado na literatura as atividades antioxidante (CEFALI et
al., 2018a; DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER, 2013a; HANAMURA; HAGIWARA,;
KAWAGISHI, 2005b; MEZADRI et al., 2008a), anti-inflamatéria (DIAS et al., 2014a),
anti hiperglicémica (BARBALHO et al., 2011a; HANAMURA et al., 2006a), antitumoral
(MOTOHASHI et al., 2004a), antigenotdxica (DA SILVA NUNES et al., 2011a, 2013a;
HORTA et al., 2016) e hepatoprotetora da acerola (GOMES ROCHETTE et al., 2013a).

Sua atividade antioxidante foi analisada a partir das antocianinas isoladas, que
obtiveram efeito antioxidante como eliminadora de radicais livres (DE LIMA et al.,
2011), e também a partir de seu extrato, em forma de polpa (DA SILVA NUNES et al.,
2011%; MEZADRI et al., 2008?) ou suco (DE MELO et al., 2008; MEZADRI et al., 2008
RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005), mostrando propriedades em reduzir o dano ao
DNA induzido pelo perdxido de hidrogénio (DA SILVA NUNES et al., 2013%) e um dos
maiores valores de atividade antioxidante comparada a outras frutas como morango, caju
e goiaba, por exemplo (DE MELO et al., 2008; FREIRE et al., 2013).
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Além disso, a nivel cerebral, 0 suco da Acerola foi capaz de reverter a inibi¢ao do
citrato sintase em camundongos submetidos a uma dieta hiperlipidica, auxiliando na
prevencédo de danos cerebrais por estresse oxidativo (LEFFA et al., 2017). E apresentou
também reducbes da inflamacdo de baixo grau e nos niveis de triglicerideos com um

aumento na relacdo IL-10/TNF-a no tecido adiposo de camundongos (DIAS et al., 2014%).

Mesmo com tantas propriedades avaliadas ao longo da literatura, poucos estudos
utilizaram o consumo da Acerola e seus derivados em humanos. Até onde sabemos,
apenas dois estudos foram responsaveis por estas investigacbes. O primeiro estudo
comparou a suplementacdo com suco de Acerola a suplementacdo farmacoldgica de
vitamina C em idosos institucionalizados (ARANHA et al., 2004), e 0 segundo (SATO et
al., 2017), avaliou a absorcdo e excrecdo do acido ascorbico em individuos adultos
saudaveis. A vitamina C da acerola foi melhor absorvida (UCHIDA et al., 2011) e obteve
a mesma eficiencia de suplementacdo comparada a formas sintéticas (ARANHA et al.,
2004).

As propriedades da Acerola, em especial a antioxidante e a antiinflamatoria, nos
despertou curiosidade, visto que hd um crescente interesse na exploracdo de recursos
naturais como componentes ergogénicos para o exercicio fisico, num esforco de
aprimorar o desempenho e a recuperacdo dos praticantes, utilizando de fontes naturais e

de facil acesso.

A ingestdo de sucos de frutas, como o de uva (DE LIMA TAVARES TOSCANO
et al., 2020a; MARTINS et al., 2020; TOSCANO et al., 20153, 2017), cereja (BELL et
al., 2016; DIMITRIOU et al., 2015; HOWATSON et al., 2010a; KUEHL et al., 2010) e
mirtilo (HURST et al., 2019a), por exemplo, motraram aumentos na capacidade
antioxidante total sérica (DE LIMA TAVARES TOSCANO et al., 2020a; HOWATSON
et al., 2010a, 2011a), no tempo até a exaustdo (DE LIMA TAVARES TOSCANO et al.,
2020a; TOSCANO et al., 2015a) e na distancia percorrida (DE LIMA TAVARES
TOSCANO et al., 2020a) de participantes submetidos a diferentes modelos de exercicios.

Exercicios exaustivos levam a um aumento da producdo de Espécies Reativas ao
Oxigénio (EROs), Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN) (POWERS; JACKSON,
2008a) e de mediadores inflamatérios locais, que juntos podem desencadear uma
disfuncdo contréatil, afetando agudamente o desempenho (MASON et al., 2016;
POWERS; JACKSON, 2008b). Existe também um cuidado para que estes metabdlitos



17

ndo se tornem residuais, principalmente se o participante ndo dispor de um bom suporte
nutricional e de uma recuperagdo adequada (MERRY, T.L., RISTOW, M., 2016;
KAWAMURA, T., & MURAOKA, 1., 2018).

A partir da crescente demanda da pesquisa ao explorar fontes naturais, a acerola,
fruta bastante conhecida e cultivada regionalmente, rica em fitonutrientes, minerais e
vitaminas, e que ja tém seu potencial antioxidante e anti-inflamatorio evidenciados na
literatura, nos despertou interesse. Avaliar suas propriedades e a sinergia de seus
compostos em humanos durante a pratica de exercicios intensos nos motivou a conduzir
esta pesquisa. Com isso, 0 objetivo de nosso estudo é avaliar os efeitos do consumo agudo
do suco de acerola pré teste incremental até a exaustdo no desempenho, nas respostas

bioquimicas e imunes de individuos saudaveis treinados.
2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Exercicio Extenuante, Estresse Oxidativo, Dano Tecidual, Resposta

Inflamatdria e Imune

Espécies Reativas ao Oxigénio (EROs) e Espécies reativas de nitrogénio (ERN),
em niveis fisioldgicos, sdo necessarias para a manutencdo de um balanco redox, para a
funcdo e sinalizacdo celular normais bem como o funcionamento do sistema imunolégico
(SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Contudo, sob uma condicdo de desbalango com um
grande aumento dessas espécies reativas (ER), o organismo precisa de neutralizacdo por
mecanismos de protecdo celular antioxidante, pois estas ER podem interagir com
macromoléculas e causar alteracdes moleculares, como peroxidacao de lipideos, danos a
proteinas e ao DNA, comprometendo funcdes celulares normais (HE et al., 2016;
SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Exercicios extenuantes induzem uma producéo acentuada de EROs e ERN devido
ao alto consumo de oxigénio e aos danos musculares induzidos pelo exercicio, que
envolvem oxidacdo a partir de células imunes (DI MEO; NAPOLITANO; VENDITTI,
2019; GABRIEL; KINDERMANN, 1997; HE et al., 2016). Este excesso de producéo de
ER pode levar ao aparecimento precoce da fadiga muscular e a uma disfuncéo contratil,
afetando agudamente o desempenho (DI MEO; NAPOLITANO; VENDITTI, 2019).

Afim de neutralizar a ameaca de Espécies Reativas para as celulas e tecidos, 0s

compostos antioxidantes endogenos enzimaticos, como superdxido dismutase, catalase e
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glutationa peroxidase atuam em uma “linha de frente” (MARGARITELIS et al., 2020;
MASON et al., 2016) , e recebem reforcos de compostos redutores ndo enzimaticos de
origem exdgena, como os polifendis, carotendides, vitaminas C e E (BOUAYED; BOHN,
2010; HUSSAIN et al., 2016a). Alguns minerais também sdo considerados importantes
nesta atividade antioxidante enddgena, entre eles o zinco (Zn), o cobre (Cu), 0 manganés
(Mn) e o selénio (Se) (BOUAYED; BOHN, 2010).

Além disso, durante o exercicio intenso, a liberacdo de mediadores proé-
inflamatdrios, iniciam uma cascata inflamatoria pds exercicio intimamente ligada a uma
maior ativacdo e participacdo do sistema imunolégico (HUSSAIN et al., 2016a;
SCHEFFER; LATINI, 2020; SLATTERY; BENTLEY; COUTTS, 2015), que limita e
repara danos causados por patdgenos invasores ou biomoléculas endégenas (SCHEFFER;
LATINI, 2020). Assim, ap0s 0 exercicio extenuante ha um aumento agudo e transitorio
da contagem de células imunes (leucocitose) (GLEESON et al., 1995; NATALE et al.,
2003; SHEK et al., 1995). A desmarginalizacdo dessas células para tecidos lesados
iniciam o processo de imunovigilancia ap6s o dano tecidual (CAMPBELL; TURNER,
2018), auxiliando no reparo do tecido e na neutralizacdo da resposta ao dano
(SCHLAGHECK et al., 2020).

Por isso, praticantes de exercicio fisicos intensos, seja de forma atlética ou mesmo
recreativa, precisam de um delicado equilibrio entre os beneficios alcancados pelo
exercicio e um acumulo de estresse oxidativo e inflamacdo, que pode levar a um retardo
no reparo/adaptacdo tecidual e uma queda no desempenho (DI MEO; NAPOLITANO;
VENDITTI, 2019; MARGARITELIS et al., 2020).

2.2. Acerola e suas propriedades funcionais

A acerola (ACE) é um pequeno fruto de 01 a 04 cm de didmetro, de pele verde
durante a fase imatura e de cor vermelho-alaranjado na fase madura, pertencente a familia
Malpighiace (RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005). Costuma florescer em climas
quentes e tropicais e traz um rico contetdo de nutrientes biofuncionais (PRAKASH;
BASKARAN, 2018a; RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005).

Seu teor de acido ascorbico, que pode variar de 1000mg a 4500mg/100g de polpa,
0 que é cerca de 50 vezes maior que o conteudo encontrado na laranja ou liméo (FREIRE

et al., 2013). Além disso, contétm uma infinidade de outros fitonutrientes como
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carotenoides, flavondides e antocianinas e ainda traz pequenas quantidades de
carboidratos, proteinas, vitaminas e minerais (Tabela 01) (DE FREITAS et al., 2006; DE
ROSSO; MERCADANTE, 2005; RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005; XU et al.,
2020).

Tabela 01. Composicdo da Acerola*

Minerais Vitaminas Fitonutrientes

Célcio Vitamina C Antocianinas  Flavonoides Carotenoides
Ferro Tiamina (B1) Cianidina Catequina B-caroteno
Magnésio Riboflavina (B2) Delfidina Epicatequina Luteina
Fosforo Niacina (B3) Floretina Quercetina B-criptoxantina
Potéassio Acido Pantolenico (B5)  Peonidina Rutina a-caroteno
Saédio Piridoxina (B6) Perlagonidina ~ Kaempferol

Zinco Vitamina A Luteolina

Cobre

Selénio

*Com base nos resultados de investigacGes com o fruto maduro da Acerola. Fonte: (DE FREITAS et al.,
2006; DE ROSSO; MERCADANTE, 2005; RIGHETTO; NETTO; CARRARO, 2005; XU et al., 2020).

Flanovoides, carotendides e antocianinas sdo biocompostos que exibem diversas
atividades  bioldgicas, conhecidos em especial por suas propriedades
antioxidantes/antirradicalares (GONZALEZ et al., 2011; HUSSAIN et al., 2016b),
antiinflamatdrias (GONZALEZ et al., 2011; MIN et al., 2007a) e imunomoduladoras
(PELUSO etal., 2015). Rica nestes biocompostos, a acerola confirmou ao longo de varios
estudos in vitro e in vivo suas propriedades antioxidante (CRUZ et al., 2019; DE LIMA
et al., 2011; DE MELO et al., 2008; MEZADRI et al., 2008a; RIGHETTO; NETTO;
CARRARO, 2005), antiiflamatoria (DIAS et al., 2014a) antitumoral (MOTOHASHI et
al., 2004a), antigenotoxica (DA SILVA NUNES et al, 201la, 2013a) e anti
hiperglicémica (BARBALHO et al., 2011a; HANAMURA et al., 2006a).

Avaliando também a crescente demanda da pesquisa ao explorar fontes naturais
como um componente ergogénico para a pratica de exercicios, a Acerola, fruta bastante
conhecida e cultivada regionalmente, rica em fitonutrientes (fendlicos, flavondides,
antocianinas, carotendides e vitamina C) (PRAKASH; BASKARAN, 2018a) e com
potenciais antioxidante e anti-inflamatdrio ja evidenciados na literatura, nos despertou

interesse. Apesar de todas as investigacdes sobre suas propriedades e funcionalidades em
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que ela poderia ser empregada, ainda ndo ha estudos que testem sua ingestdo com

humanos durante o exercicio fisico.

Assim, levantamos a hipdtese que a ingestdo aguda do suco de Acerola poderia
fornecer nutrientes que aprimorassem o0 desempenho e atenuassem as respostas
bioquimicas e imunes frente a em um exercicio extenuante, atuando como um

componente ergogénico natural.
3. HIPOTESES

Entre os biocompostos funcionais da acerola e seus variados beneficios, a ingestao
do suco de acerola surge como um potencial recurso ergogénico natural ainda ndo testado,
até onde se sabe, com individuos fisicamente ativos. Com isso, levantamos a hipétese de
que a ingestdo aguda do suco de acerola poderia aprimorar 0 desempenho e atenuar as
respostas bioquimicas e imunes frente a em um exercicio extenuante, atuando como um

componente ergogénico natural.
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos da ingestdo agudo do suco de acerola pré teste incremental até
a exaustdo no desempenho, nas respostas biogquimicas e imunes de individuos ativos

saudaveis.

4.2. Objetivos especificos

e Analisar se uma dose Unica do suco de Acerola aumentaria o tempo até exaustao e a
distancia percorrida em um teste incremental,

e Observar se o suco de acerola seria capaz de atenuar os niveis de peroxidacdo lipidica
dos participantes, avaliados a partir das Espécies Reativas ao Acido Tiobarbiturico;

e Aferir as respostas dos marcadores bioquimicos de dano tecidual (Creatina Quinase e
Lactato Desidrogenase) apos a ingestdo do suco de Acerola e a realizagdo de um teste
incremental;

e Determinar se ha variacGes nas respostas de Transaminase Oxalacetica (TGO) e
Transaminase Pirtvica (TGP) apds uma sessdo de exercicio extenuante e a ingestao
da bebiba ACE;
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e Avaliar se ha mudancas nas respostas de dosagem de Albumina e Acido Urico sérico
apos o consumo do suco de Acerola e a realizacdo de um teste incremental até a
exaustéo;

e Estimar se o consumo agudo do suco de acerola produziria diferencas na contagem
diferencial de neutrdfilos, leucécitos, mondcitos, eosinofilos, basofilos e bastonetes

apos a realizagdo de um teste incremental até a exaustéo.

5. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1. Participantes

Doze homens treinados saudaveis (idade: 24,7 + 5,7 anos; estatura: 172,7 £ 5,1
cm; massa corporal 79,9 + 14,4 kg; percentual de gordura 18,2 + 6,3%) participaram do
presente estudo. Eles eram pranticantes de atividades como musculacéo, natacdo, volei e
crossfit (2,18 * 2,30 anos).

Os critérios de inclusdo na pesquisa, foram: ter idade entre 18 e 39 anos;
experiéncia prévia com a préatica de exercicios fisicos ha pelo menos seis meses, de
intensidade moderada a alta por pelo menos 3x/semana; ndo ser fumante, ndo apresentar
sindromes metabdlicas ou comorbidades cardiovasculares e ndo ter sofrido lesdes
musculoesqueléticas nos ultimos seis meses. Os participantes foram excluidos do estudo,
se: (a) apresentassem qualquer lesdo musculoesquelética ao longo das coletas; (b)
houvesse a impossibilidade de completar uma ou mais etapas das previstas para os testes;
(c) realizassem uso de qualquer tipo de medicamentos ou suplementos ergogénicos para
melhorar o desempenho durante o periodo de participacdo no estudo ou; (d) o uso de
suplementos contendo compostos antioxidantes ou vitamina C. Mas nenhuma perca

amostral foi observada.

Eles foram orientados, por meio de uma guia de participacdo (anexo 01), a se
abster de exercicios fisicos, alguns habitos alimentares/dietéticos como consumo de frutas
e suplementos ricos em vitamina C e com propriedades antioxidantes, ou demais

suplementos e medicacgdes desde as 24h anteriores as duas coletas.

Todos os participantes leram e assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 02) antes de sua participacdo no estudo, o qual foi aprovado pelo
comité de ética em pesquisa com humanos da Universidade Estadual Vale do Acaral

(NUmero do Parecer: 4.882.540) (Anexo 03). Todos os participantes completaram duas
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visitas em um ensaio cruzado randomizado como demonstra o0 diagrama abaixo

(Diagrama 01).

Amostra = 12

Y

Randomizagéao

J
v y

Suco de Acerola Bebida Controle

01 semana Washout
(Crossover)

01 semana Washout
(Crossover)

Suco de Acerola Bebida Controle

Figura 01. Diagrama demonstrativo da alocacdo da amostra para 0s grupos (suco de

acerola ou bebida controle) e aplicacdo da estratérgia crossover.

5.2. Design experimental

Os participantes foram alocados em grupos suco de acerola (ACE) ou bebida
controle de forma randomizada. A randomizacéo foi realizada por um examinador lider
por meio de um aplicativo de sorteio para smartphone. Os frascos de tratamento eram
opacos e o experimento foi conduzido de forma duplo-cego, acreditando se tratar do teste
de duas bebidas de frutas, diferentes entre si, distribuidas por um terceiro pesquisador
cego aos tratamentos administrados. As duas intervengdes que os individuos participaram
tiveram periodo de washout de 01 semana entre elas. O desenho experimental com

maiores detalhes € ilustrado na Figura 02.
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« Medidas antrapométricas;
* R24H;
. » Coleta sanguinea pré;
[ Visita 01 } """""" « Ingestdo ACE ou bebida controle;
» Teste em esteira;
» Coleta sanguinea pds.

Uma semana de washout;
(crossover)

» R24H,;

» Coleta sanguinea pre;

[ Visita 02 } .......... » Ingestdo ACE ou bebida controle;
» Teste em esteira;

» Coleta sanguinea pas.

Figura 02. Desenho experimental do estudo. TCLE: Termo de Compromisso Livre e
Esclarecido; R24H: Recordatdrio Alimentar 24h.; ACE: Suco de Acerola.

5.3. Suco de Acerola e Bebida Controle

As bebidas foram administradas 2h pré-teste em esteira, em um volume de

10ml/Kg corporal, ajustado para cada participante.

O suco de Acerola (ACE) foi produzido segundo metodologia proposta por Dala-
Paula, B. M. e outros autores (2019), com modificacGes. As frutas frescas foram
higienizadas em agua clorada (200ppm), liquidificadas em aparelho doméstico por 50s
(sem a adicéo de outros liquidos), passados por uma peneira com abertura de malha de
850um e acondicionados em recipientes de vidro sob refrigeracdo a 04°C. Na bebida de
Acerola (ACE) foi adicionada adogante dietético sucralose (04 gotas para cada 100ml),
para que se torne mais palatavel, devido ao sabor acido caracteristico da fruta. O PH

médio do suco foi de 3,77 £ 0,18, medido em Phmetro automatico Jenway 3510 (UK).

A bebida controle consistia em uma mistura de agua mineral, esséncia de acerola

(Arcolor) (06 gotas/100ml) e adocante dietético sucralose (Adocyl) (04 gotas/100ml).

O volume de ingestédo e o tempo pré-teste para 0 consumo do suco para este estudo
foram planejados com base no estudo de Toscano, L.L.T et al., (2019) que mostrou maior
capacidade antioxidante total e aumentos no desempenho de corrida até exaustao devido

ao consumo de sucos ricos em flavonoides.
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5.4. Teste incremental, Frequéncia Cardiaca e marcadores de desempenho

O teste incremental comegou com um aquecimento de trés minutos a 06km/h, com
inicio da corrida a 08km/h, seguido por incrementos continuos de 01km/h a cada trés
minutos, sem inclinacdo da esteira (Machado, F.A. et al., 2013). Durante o teste, 0s
participantes permaneceram cegos para o tempo percorrido e progressdo de velocidade,
pois os impossibilitamos de visualizar o painel da esteira, para que ndo houvesse qualquer
controle e interferéncia pessoal. A Frequéncia Cardiaca foi coletada durante todo o teste
(sempre aos 15s que antecediam o aumento da velocidade) e ao final do teste (no
momento que o participante declarava a exaustdo) por meio frequencimetro toracico
(Polar H10) e aplicativo para smartphone (Elite HRV) (Gambassi, B. B., et al., 2020). Ao

fim dos testes, o tempo total e a distancia percorrida foram registrados.
5.5. Marcadores bioquimicos

5.5.1. CK, LDH, TGO e TGP

As concentracfes séricas de Creatina Quinase (CK), Lactato Desidrogenase
(LDH), Transaminase Glutdmico Oxalacética (TGO) e Transaminase Glutdmico Pir(vica
(TGP) foram quantificadas por andlises espectrofotométricas em aparelho
semiautomatico Bio-200 (Bioplus) usando kits comerciais Labtest (CK-NAC Liquiform,
LDH Liquiform, AST/GOT Liquiform e ALT/GPT Liquiform, respectivamente).

5.5.2. Ensaio das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

O ensaio das substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico foi realizado de acordo
com modificacdes ao método de Ohkawa H, et al. (1979). Para isto, 250 ul de plasma foi
incubado em banho maria a 37° por 60 minutos. Em seguida, foi precipitado com acido
perclérico a 35% e centrifugado a 1400 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novos microtubos, adicionado 400ul de &cido tiobarbitarico a 0,6% e
incubado a 95 — 100° C por 30 minutos. Apds resfriamento, o material foi lido em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram expressos
em nmol de Malondialdeido (MDA) por litro (umol/L).

5.5.3. Albumina e Acido Urico

Albumina, que exerce positiva interagdo com a vitamina C (Paniz C, et al., 2007;

Zhang, Y., et al., 2012) e é relacionada ao transporte de flavonoides no soro (Xue, P., et
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al. 2020), foi avaliada por espectrofotometria com kit comercial Labtest, de acordo com

as instrucdes do fabricante.

O nivel sérico de Acido Urico (AU) foi analisado por método cinético através de

kit comercial Labtest, seguindo as recomendac6es do fabricante.
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EFEITOS DA INGESTAO AGUDA DO SUCO DE ACEROLA NO
DESEMPENHO E EM VARIAVEIS BIOQUIMICAS APOS UM TESTE
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Sobral - Ceara, Brasil. E-mail: albuquerquetati@alu.ufc.br

6.1. Resumo

A fadiga muscular precoce afeta 0 desempenho do exercicio fisico intenso. Recursos
ergogénicos dietéticos sdo utilizados comumente para melhorar as adaptacdes ao treino e
a capacidade de desempenho do exercicio, compensando 0s potenciais mecanismos de
fadiga muscular. Assim, muitos estudos atualmente tém recorrido a fontes naturais, como
0s sucos de frutas, como um recurso ergogénico nutricional para o exercicio extenuante,
logo que as diferentes combinagdes de substancias antioxidantes e anti-inflamatorias,
como os flavonoides, antocianinas e carotenoides, além de vitaminas, minerais e outros
micronutrientes nestas frutas podem proporcionar propriedades
antioxidantes/antirradicalares e supressoras de vias pro-inflamatdrias, promovendo
efeitos no desempenho de exercicio. A acerola (Malpighia emarginata) é uma fruta
tropical rica em carotenoides, fenolicos, flavonoides e antocianinas, com diversas
propriedades biofuncionais investigadas na literatura, mas que ainda néo foi investigada
para 0 desempenho de exercicios intensos em humanos. O objetivo de nosso estudo foi
testar a ingestdo aguda do suco de acerola para o desempenho e respostas bioquimicas de
um teste incremental até a exaustdo. Doze homens adultos saudaveis participaram do
estudo em estratérgia randomizada e crossover, consumindo o suco de acerola ou uma

bebida controle pré teste incremental em esteira, até a exaustdo. O tempo do teste,
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distancia percorrida e peroxidacéo lipidica dos participantes nao diferiram entre grupos
(p > 0,05). Mas um aumento para albumina sérica e diminui¢cGes em &cido urico, CK,
LDH, TGO e TGP foram observadas no grupo acerola, demonstrando uma agéo de seus
biocompostos em combate ao aumento do dano tecidual agudo para o exercicio

extenuante.
Palavras chave: Desempenho. Dano tecidual. Acerola.
6.2. Introducgéo

A prética de exercicios extenuantes geralmente é comprometida por um inicio
precoce da fadiga muscular induzida pelo exercicio (NADERI et al., 2016). Rupturas do
equilibrio redox nos muasculos pelo aumento exarcebado na producédo de espécies reativas
ao oxigénio (EROs) e espécies reativas ao nitrogénio (ERN) (SLATTERY; BENTLEY;
COUTTS, 2015; TORNERO-AGUILERA et al., 2022), acimulo de citocinas pro
inflamatdrias e de outros metabdlitos (como fosfatos inorganicos, ions de calcio e
magnésio) podem refletir a reducdo do desempenho muscular, sendo considerados as
principais causas periféricas de fadiga durante o exercicio de alta intensidade (NADERI
etal., 2016; THEOFILIDIS et al., 2018; TORNERO-AGUILERA et al., 2022).

Estratégias nutricionais e recursos ergogénicos dietéticos sdo utilizados
comumente para melhorar as adaptacdes ao treino e a capacidade de desempenho do
exercicio, compensando os mecanismos potenciais de fadiga, além da possibilidade de
fornecer substratos para a recuperacdo (PORRINI; DEL BO, 2016). Por isso, muitos
estudos atualmente tém recorrido a fontes naturais como recurso ergogénico nutricional
para o exercicio extenuante (BELL et al., 2016; HOWATSON et al., 2010b; TOSCANO
et al., 2015b). A utilizacdo de diferentes sucos de frutas tem fornecido resultados como
um aumento no tempo até a exaustdo dos praticantes (DE LIMA TAVARES TOSCANO
et al., 2020b), na capacidade antioxidante sérica (DE LIMA TAVARES TOSCANO et
al., 2020b; HOWATSON et al., 2011b) e aumento da distancia percorrida (DE LIMA
TAVARES TOSCANO et al., 2020b), auxiliando no desempenho agudo do exercicio.

O uso destas frutas se justifica as suas diferentes combinagdes de substancias
antioxidantes e anti-inflamatdrias, como os flavonoides, antocianinas e carotenoides,
além de vitaminas, minerais e outros micronutrientes importantes (MILES; CALDER,
2021; NADERI et al., 2018). Estes biocompostos podem atuar através de suas

propriedades antioxidantes/antirradicalares e supressoras de vias pro-inflamatorias
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(GONZALEZ et al., 2011; HUSSAIN et al., 2016a), promovendo efeitos no desempenho
em exercicios intensos (DROBNIC et al., 2014; FERNANDEZ-LAZARO et al., 2020;
SGRO et al., 2021).

Frutas tropicais pouco séo exploradas para este tipo de abordagem. A acerola
(Malpighia emarginata), por exemplo, é uma fruta tropical rica em biocompostos como
carotenoides, fendlicos, flavonoides e antocianinas, com diversas propriedades
biofuncionais investigadas na literatura (PRAKASH; BASKARAN, 2018b). Possui
atividades antioxidante (CEFALI et al., 2018; DELVA; GOODRICH-SCHNEIDER,
2013; HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005; MEZADRI et al., 2008), anti-
inflamat6ria (DIAS et al., 2014b), anti-hiperglicémica (BARBALHO et al., 2011b;
HANAMURA et al., 2006b), antitumoral (MOTOHASHI et al., 2004b), antigenotoxica
(DA SILVA NUNES et al., 2011b, 2013b) e hepatoprotetora (GOMES ROCHETTE et
al., 2013b) comprovadas em abordagens in vitro e in vivo, mas que carece de
investigagBes aplicadas em intervencGes com humanos e a pratica de exercicios

extenuantes.

Este potencial da Acerola nos despertou interesse em testa-la como um possivel
componente ergogénico para o exercicio intenso. Com isso, 0 objetivo do nosso estudo
foi testar a ingestdo aguda do suco de acerola para o desempenho e respostas bioquimicas

de um teste incremental até a exaustao.
6.3. Metodologia

6.3.1. Amostra

Doze homens adultos saudaveis, com idade de 24,7 + 5,7 anos, que estavam
ausentes de lesbes musculoesqueléticas desde os Ultimos seis meses, ndo fumantes e
liberados para a presenca de sindromes metabdlicas ou comorbidades cardiovasculares,
praticantes de exercicios fisicos (musculagdo, natacao, crossfit e volei) ha pelo menos seis
meses, de intensidade moderada a alta, por pelos menos 3 vezes por semana, participaram

do estudo. Os dados descritivos da amostra sdo apresentados na Tabela 01.

Todos os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, aprovado pelo comité de ética em pesquisa com humanos da Universidade

Estadual VVale do Acaral sob nimero do parecer 4.882.540.
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Tabela 02. Caracteristicas da amostra (n=12) (média + desvio padrao).

Idade (anos) 24,75 £ 5,77 anos
Estatura (centimetros) 172,70 £ 5,13 cm
Peso corporal (Kg) 79,97 £+ 14,49 kg
Percentual de gordura (%) 18,29 £ 6,29 %
Experiéncia de treinamento (anos) 2,18 + 2,30 meses
Frequéncia de treino (dias/semana) 4,83 +0,83

Duracéo da sessao de treino (min/sessdo) 68,33 + 21,25 min.

6.3.2. Desenho experimental

A amostra foi aleatorizada e participou de dois encontros de forma cruzada, em
dias distintos, com uma semana de washout entre eles. Desde as 24 horas antecedentes
aos testes, os participantes foram orientados a se abster de exercicios fisicos e do consumo
de frutas e suplementos ricos em vitamina C e com propriedades antioxidantes, além de
demais suplementos nutracéuticos e medica¢des. No primeiro encontro houve, além do
procedimento descrito na figura 03, a leitura e assinatura do TCLE e a coleta das medidas
antropométricas. Ap6s uma semana de washout, a amostra retornou em formato cruzado,
consumindo a suplementacdo oposta a da semana anterior e participando do mesmo
procedimento descrito (Figura 03).

O Recordatério Alimentar de 24h foi preenchido pré coleta nos dois dias de
participacdo. Ele foi utilizado como um check list de controle da ingestdo de alimentos
pré participacdo, logo que alguns alimentos deveriam ser evitados conforme o guia de

participacdo que os individuos receberam.

VISITA 01:

-goletla S.angumea * Ingestéo ACE 2h «Teste Incremental *Coleta Sanguinea
R"’;Sﬁ"ne’ ou CON Intervalo até a Exaustao pés teste

Uma semana de washout;
(crossover)

VISITA 02:
'bcme:? S_anguinea « Ingestdo ACE «Teste Incremental »Coleta Sanguinea
Razsﬂrel-lme, ou CON até a Exaustéo pos teste

Figura 03. Fluxograma de participacdo no estudo. R24H = Recordatorio Alimentar 24H.
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6.3.3. Suco de Acerola (ACE) e Bebida Controle (CON)

As frutas frescas foram higienizadas em agua clorada (200ppm), processadas em
aparelho liquidificador doméstico por 50 segundos e passados por uma peneira com
abertura de malha de 850um (DALA-PAULA et al., 2019). Ap6s preparado, o suco de
acerola (ACE) foi acondicionado em recipientes de vidro &mbar sob refrigeracdo a 04°C,
ndo ultrapassando 24h para sua utilizacdo. No momento da oferta aos participantes, foram
adicionadas 04 gotas de adocante dietético sucralose (Adocyl) para cada 100ml de suco,
para gque se tornasse mais palatavel, devido ao sabor acido caracteristico da fruta. O PH

médio do suco foi de 3,77 + 0,18, medido em Phmetro automatico Jenway 3510 (UK).

A bebida controle (CON) resultou de uma mistura a partir de 06 gotas de esséncia
de acerola (Arcolor) e quatro gotas de adocante dietético sucralose (Adocyl) para cada
100mL de &4gua mineral gelada.

As bebidas foram consumidas 2h pré-teste, em uma dose de 10ml/Kg corporal,
ajustado para cada participante. O volume de ingestdo e o tempo pré-teste para 0 consumo
do suco para este estudo foi realizado com base no estudo de Toscano, L.L.T etal., (2020)
gue mostrou uma maior capacidade antioxidante total e um aumento no desempenho de

corrida até exaustdo devido ao consumo de um suco rico em flavonoides.

6.3.4. Teste incremental e marcadores de desempenho

O teste incremental comegou com um aquecimento de trés minutos a 06km/h, com
inicio da corrida a 08km/h, seguido por incrementos continuos de 01km/h a cada trés
minutos (MACHADO et al., 2013). Durante o teste, 0os participantes ndo tiveram acesso
ao tempo percorrido e progressao de velocidade, para que ndo houvesse qualquer controle
e interferéncia pessoal. Ao fim dos testes, o tempo total e a distancia percorrida foram

registrados.
6.3.5. Frequéncia Cardiaca (FC)

A Frequéncia Cardiaca (FC) foi coletada durante todo o teste (sempre aos 15s que
antecediam o aumento da velocidade) e ao final do teste (no momento que o participante
declarava a exaustdo) por meio frequencimetro toracico (Polar H10) e aplicativo para
smartphone (Elite HRV) (GAMBASSI et al., 2020).
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6.3.6. Marcadores bioquimicos de dano tecidual

As concentracdes séricas (U/L) de Creatina Quinase (CK), Lactato Desidrogenase
(LDH), Transaminase Glutamico Oxalacética (TGO) e Transaminase Glutamico Piravica
(TGP) e foram quantificadas por andlises espectrofotométricas (Bio-200L, Bio Plus)
usando kits comerciais Labtest (CK-NAC Liquiform, LDH Liquiform, AST/GOT
Liquiform e ALT/GPT Liquiform, respectivamente).

6.3.7. Ensaio das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (MDA- TBARS)

O ensaio das substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico foi realizado de acordo
com modificacdes ao método de Ohkawa H, et al. (1979). Para isto, 250 ul de plasma foi
incubado em banho maria a 37° por 60 minutos. Em seguida, foi precipitado com acido
percldrico a 35% e centrifugado a 1400 rpm por 20 minutos & 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novos microtubos, adicionado 400ul de &cido tiobarbitdrico a 0,6% e
incubado a 95 — 100° C por 30 minutos. Apds resfriamento, o material foi lido em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram expressos

em pumol de Malondialdeido (MDA) por litro (umol/L).

6.3.8. Albumina e Acido Urico

Albumina, que é relacionada ao transporte de flavonoides (XUE et al., 2020), foi
avaliada por espectrofotometria com kit comercial Labtest, de acordo com as instrugdes
do fabricante.

O nivel sérico de Acido Urico (AU) foi analisado por método cinético através de

kit comercial Labtest, seguindo as recomendac6es do fabricante.

6.3.9. Analises Estatisticas

Realizamos estatisticas descritivas afim de obter dados relativos as médias e
desvios padrfes das amostras. Apo6s a tabulacdo dos dados, as distribuicOes das
respectivas variaveis dependentes do estudo: Desempenho (Tempo de teste e Distancia
percorrida), Frequéncia Cardiaca (FC), Albumina, Acido Urico [AU], Creatina Quinase
[CK], Lactato Desidrogenase [LDH], Malondialdeido [MDA], Transaminase Glutamico
Pirdvica [TGP] e Transaminase Glutdmico Oxalacética [TGQO] foram verificadas por
meio de graficos de histograma e Q-Q plot, com o intuito de identificar se os dados

seguiam uma distribuicdo simétrica ou assimétrica.
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Ap0s as analises dos histogramas de cada variavel dependente, eles foram testados
em diferentes modelos de distribuigéo afim de encontrar um modelo que melhor se adeque
aos dados. O teste de critério de quase-verossimilhanca sob 0 modelo de independéncia
(QIC), especifico para comparacdes de modelos de regressdo, foi utilizado como
parametro para definir o melhor modelo, de modo que quanto menor o valor de QIC,

melhor aderéncia do modelo aos dados.

Analises de Modelos de Equacao de Estimativa Generalizada (GEE) foram entéo
utilizadas para examinar diferencas ao longo do tempo (pré vs. pés ACE, pré vs. pés
controle) e para o efeito grupo, entre as condi¢fes experimentais de tratamento (p6s ACE
vs. pos controle), onde os dados serdo expressos com B, que ird referir-se a estimacéao
média da diferenca, Intervalo de Confianca de Wald (1C95%), além do nivel de
significancia (p) onde adotamos p < 0,05. Todos os testes foram realizados no Software
SPSS verséo 29.0.

6.4. Resultados

6.4.1. Variaveis de desempenho

A andlise de GEE para o tempo do teste em esteira ndo mostrou nenhum efeito
significativo entre os tratamentos (acerola x controle) (ACE = 17,71 + 4,80min.; CON =
17,84 +4,20min.; =-0,13, IC 95% -1,44 a-1,17; p = 0,84). Além disso, as compara¢des
da distancia percorrida entre os tratamentos (acerola x controle) também ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas (ACE = 2,81 + 1,08Km; CON = 2,84 £ 0,96Km;
B=-0,02, IC 95% -0,28 a —0,23; p = 0,85) (Figura 04).
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Figura 04: Efeitos da acerola no tempo do teste em esteira (em minutos) e resultados da
distancia percorrida (Km) dos participantes. Os valores sdo apresentados como média +
SD.
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Figura 05: Diferencas individuais ao longo dos tratamentos (CON e ACE) para a distancia
(Km) e tempo (min.) percorridos.

6.4.2. Frequéncia Cardiaca (FC)

As comparacfes das médias de Frequéncia Cardiaca entre 0s grupos ndo
mostraram nenhuma diferenca estatisticamente significativa (ACE = 148,87 + 8,13bpm;
1C95% = 153,48 a 144,26; CON = 149,02 £ 8,61bpm; IC95% = 153,92 a 144,12; ACE
vs. CON; B =0,14; p=0,93; 1C95% = 3,61 a -3,91).

6.4.3. Analises Bioquimicas

6.4.3.1 Albumina

As andlises de modelos de Equacbes de Estimacdo Generalizadas (GEE)
mostraram efeitos principais da Albumina ao longo do tempo (p=0,001; IC95%=-1,36 a
-0,58 g/dL) para o grupo Acerola (pré vs. pds exercicio; pré ACE= 4,27 + 0,84g/dL; pds
ACE=5,25 + 0,81g/dL) com um aumento de 0,97 g/dL, enquanto 0 grupo que consumiu
a bebida controle demonstrou um aumento de apenas 0,35 g/dL (pré CON= 4,27 +
0,40g/dL; p6s CON= 4,62 + 0,67g/dL; p= 0,08; IC95%= -0,75 a 0,04 g/dL).

As analises entre os tratamentos (p6s ACE vs. pos Controle) mostrou uma
diferenca significativa (p= 0,02) de 0,62 g/dL entre eles (1C95%= 0,08 a 1,15 g/dL)
(Figura 06).
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Figura 06: Resposta da concentracdo de albumina para a ingestao de acerola e bebida
controle (média + SD). * = efeito tempo significativo para p < 0,05. # = efeito grupo
significativo para p < 0,05.

6.4.3.2 Acido Urico (AU)

Para 0 Acido Urico (AU), as anélises revelaram efeitos principais do tempo entre
as condicdes pré e pos ACE, onde houve um decréscimo significativo (p= 0,001) de 1,75
mg/dL de AU (pré ACE= 3,26 + 1,11mg/dL; p6s ACE= 1,51 + 0,9 mg/dL; IC 95% = 0,91
a 2,10 mg/dL), mas sem alteracGes significativas (p= 0,81) entre as condic¢des pré e pos
controle, onde foi observado um aumento de 0,08mg/dL de AU (pré CON= 4,11 +
1,03mg/dL; p6s CON= 4,20 + 1,32 mg/dL; pB= -0,08 mg/dL; I1C95%= 3,35 a 5,04
mg/dL).

Uma diferenca significativa (p= 0,001) entre os tratamentos (pds ACE vs. p6s
CON) de 2,68 mg/dL foi observada (IC95% = -3,43 a -1,94 mg/dL) (Figura 07).
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Figura 07: Resposta dos niveis de acido urico (AU) para condi¢6es acerola e controle. (média
+ SD). * = efeito tempo significativo para p < 0,05. # = efeito grupo significativo para p <
0,05.

6.4.3.3 Creatina quinase (CK)

As analises de GEE mostraram que ndo foi observada nenhuma diferenca
significativa da CK pré vs. pds exercicio no tratamento ACE, com um aumento de apenas
15,9 U/L (pré ACE= 269,74 + 231,69 U/L; p6s ACE= 285,68 + 242,93 U/L; p=-15,9; IC
95% -36,6 a 4,72 U/L; p= 0,13), enquanto um aumento significativo de 38,8 U/L foi
encontrado para o grupo controle (pré CON= 283,60 * 184,77 U/L; p6s CON= 322,44 +
206,34 U/L; p=-38,8; p=0,001; IC 95%= -55,7 a -21,9 U/L).

As diferencas entre 0s grupos de tratamento (p6s ACE vs. pés CON) ndo obteve
significancia estatistica para as comparagdes (= -36,75; IC 95%= -107,85 a 34,33 U/L;
p = 0,31) (Figura 08).
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Figura 08: Resposta dos niveis de creatina quinase (CK) para a ingestao de acerola e
bebida controle (média £ SD). * = efeito tempo significativo para p < 0,05.
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6.4.3.4 LDH

Para o tratamento ACE as analises de GEE mostraram um aumento de 11,05 U/L
do LDH (pré vs. pds exercicio) (pré ACE= 335,68 + 64,63 U/L; pés ACE= 346,74 +
80,19 U/L; IC 95%= -65,98 a 43,86 U/L; p= 0,69) enquanto para o grupo controle houve
um aumento significativo (p= 0,001) de 60,70 U/L (pré CON= 323,13 £ 50,77 U/L; pds
CON= 383,83 + 66,52 U/L; IC 95%= -82,54 a -38,85 U/L). Enquanto para a diferenca
média entre grupos (p6s ACE vs. pds Controle) ndo foram encontrados resultados
significativos (B = -37,09; IC 95%= -82,54 a -38,85 U/L; p= 0,15) (Figura 09).
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Figura 09: Resposta dos niveis de Lactato Desidrogenase (LDH) para a ingestao de
acerola e bebida controle (média + SD). * = efeito tempo significativo para p < 0,05.

6.4.3.5 Malondialdeido (MDA/TBARS)

As analises ndo mostraram alteragdes significativas (p= 0,35) entre o0s niveis de
MDA pr¢ acerola vs. p6s acerola (pré ACE=4,57 £ 0,88 umol/L; pé6s ACE=4,78 + 0,73
umol/L; B= -21,38; IC 95%= -0,66 a 0,23 pmol/L) ou entre as condi¢des pré vs. pds
controle (pré CON= 4,31 £ 0,98 pmol/L; Pos CON= 4,34 + 0,67 umol/L; p= -0,02; IC
95%-= -0,46 a 0,40 umol/L; p= 0,90). As analises entre grupos (p6s ACE vs. p6s CON)
também nao mostraram resultados significativos (= 0,44; IC 95%=-0,08 a 0,97 umol/L;
p=0,10). (Figura 10).
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Figura 10. Resposta dos niveis de Malondialdeido (MDA) para a ingestao de acerola e
bebida controle (média + SD).

6.4.3.6 TGO

TGO mostrou um aumento significativo (p= 0,001) entre as condi¢des pré vs. pos
controle (pré CON= 32,58 + 6,01 U/L; p6s CON= 40,09 + 9,17 U/L; p = -7,50; IC 95%=
-10,44 a -4,56 U/L; p = 0,001) enquanto para as condicOes pré vs. pés ACE ndo mostrou
resultados significativos (pré ACE= 34,05 + 10,05 U/L; p6s ACE= 39,38 + 8,05; B = -
5,32; IC 95%=-11,00 a 0,35 U/L; p= 0,06). Também n&do foram evidenciadas diferencas
significativas entre os tratamentos (p6s ACE vs. pos CON) (B = -0,70; IC 95%= -5,43 a
4,01 U/L; p=0,76). (Figura 11).
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Figura 11. Resposta dos niveis de Transaminase Glutdmico Oxalacética (TGO) para a
ingestao de acerola e bebida controle (média £ SD). * = efeito tempo significativo para p
<0,05.
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6.4.3.7 TGP

As analises mostraram efeitos significativos (p= 0,001) do tempo para 0 grupo
controle (pré vs. pos controle) (pré CON= 22,05 £ 7,42 U/L; p6s CON= 27,45 + 8,34
U/L; B =-5,38; IC 95%= -7,41 a -3,35 U/L) mas sem efeitos significativos ao longo do
tempo para o grupo ACE (preé vs. p6s ACE) (pré ACE= 21,34 + 6,14; pés ACE= 26,13 +
8,25 U/L; B =-4,79; IC 95%=-9,96 a 0,38 U/L; p= 0,06). Entre os grupos (pés ACE vs.
p6s CON) ndo foram encontrados resultados significativos (pds ACE vs. pés CON) (B =
-1,32; IC 95%= -5,22 a 2,57 U/L; p= 0,50) (Figura 12)
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Figura 12. Resposta dos niveis de Transaminase Glutdmico Pirtvica (TGP) para a
ingestao de acerola e bebida controle (média £ SD). * = efeito tempo significativo para p
<0,05.

6.5. Discussao

Nosso estudo teve como objetivo investigar os efeitos agudos da ingestdo do suco
de acerola em marcadores bioguimicos e no desempenho de individuos fisicamente ativos
submetidos a um teste incremental até a exaustdo. Nossos achados mostraram que
houveram alteracbes nos niveis séricos de Albumina, AU e um efeito protetor aos
aumentos de CK, LDH, TGO e TGP ap6s a ingestao do suco de acerola e a realizagao do
teste em esteira até a exaustdo.

Tempo total e distancia percorrida ndo obtiveram alteragdes com a ingestdo aguda
do suco de acerola ou da bebida controle. Estudos que utilizam a ingestdo do suco de
frutas para o exercicio (DE LIMA TAVARES TOSCANO et al., 2020b; HOWATSON
et al., 2011b) sugerem que as varia¢Oes nas respostas a suplementacdo para o aumento do

desempenho possam ser promovidas pela composicao de carboidratos e de biocompostos
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antioxidantes e anti-inflamatdrios encontrados nos sucos, como os flavonoides,
carotenoides e antocianinas (GONZALEZ et al., 2011; HUSSAIN et al., 2016a), 0 que
ndo foi evidenciado em nosso estudo, pelo menos ndo com o uso desta dose de
suplementacéo, ou para esta pratica, ou mesmo para esta populacao.

No entanto, apesar de ndo alterar o desempenho, outras varidveis sofreram
alteracdes. Um aumento dos niveis séricos de Albumina apos o exercicio maximo para
0 grupo acerola, foi evidenciado. Nossos resultados podem indicar que o aumento dos
niveis de albumina possa estar relacionado a sua atividade de carreacéo dos flavonoides
para dentro da célula (XUE et al., 2020), auxiliando na biodisponibilidade e modulacéo
desse composto no organismo, referido com um componente com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias (AL-KHAYRI et al., 2022; MEZADRI et al., 2008b).

O é&cido urico (AU) representa o produto final do metabolismo das purinas em
humanos, catalisada pela xantina oxidase (XO). Ao longo deste processo, espécies de
oxigénio sdo geradas pela atividade da XO, promovendo reacao inflamatéria (SAITO
etal., 2021). Apods o teste maximo em esteira, foi observado uma diminuicdo nos niveis
séricos de AU, podendo indicar uma possivel atenuacdo no processo inflamatorio para
os individuos que consumiram o suco de acerola. Componentes como os flavonoides e
vitamina C, presentes na acerola, sdo amplamente relacionados a reducéo dos niveis de
AU sérico em humanos (FENG et al., 2022; GABRIAL; SHAKIB; GABRIAL, 2018),
o0 que foi confirmado também em nossos resultados ap6s a ingestdo do suco de acerola.

Determinac6es dos valores séricos de CK e LDH séo usados como marcadores
indiretos do dano muscular induzido pelo exercicio. A liberacdo de CK e LDH para a
circulacdo sdo associadas ao dano ao sarcolema da célula muscular. A suplementacao
de polifendis e antocianinas isoladas ou em forma composta demonstraram niveis mais
baixos de CK e LDH expressos no soro (DROBNIC et al., 2014; RANI et al., 2013;
SGRO et al., 2021), associados & neutralizacdo das EROs produzidas durante a cadeia
de transporte de elétrons da fosforilacio oxidativa (FERNANDEZ-LAZARO et al.,
2020) com um possivel efeito protetor a ruptura precoce do sarcolema. Em nosso
estudo, CK e LDH obtiveram aumentos séricos significativos ap6s o exercicio para o
grupo controle, e uma manutengdo dos niveis de base para 0 grupo que ingeriu 0 suco
ACE, sugerindo assim uma possivel atuacdo dos seus biocompostos, em especial
flavonoides e antocianinas, para controlar o aumento do dano tecidual causado pelo
exercicio fisico extenuante (SLATTERY; BENTLEY; COUTTS, 2015) (GONZALEZ
etal., 2011; HUSSAIN et al., 2016a).
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TGO e TGP sdo enzimas que apresentam elevac@es transitorias com o exercicio
fisico extenuante (NIE et al., 2011; PETTERSSON et al., 2008), o que foi observado
de forma significante para o grupo controle, mas sem aumentos significativos para o
grupo acerola, o que mais uma vez pode evidenciar efeitos protetores contra o dano
tecidual através dos biocompostos da acerola.

Os niveis séricos de peroxidacao lipidica dos sujeitos ndo tiveram alteracGes
significativas para o modelo de exercicio em nenhuma das condicdes testadas no
estudo. Nossos dados sugerem que 0 modelo de exercicio ndo foi passivel de promover
um aumento significativo na peroxidacéo lipidica e, com isso, ndo podemos inferir a
participacdo dos componentes antioxidantes da acerola para promover uma atenuacao
deste processo. O que vai de encontro a investigac@es de outro estudo que realizou um
protocolo de exercicio similar e populacdo semelhante e ndo observou mudancas
significativas na peroxidacdo lipidica dos sujeitos com o protocolo (DE LIMA
TAVARES TOSCANO et al., 2020b).

6.6. Limitac6es do estudo

Este é o primeiro estudo a investigar a ingestdo do suco de acerola para o
exercicio fisico. Além disso, apenas dois estudos investigaram o consumo de produtos
derivados da Acerola em humanos e essa investigacdo se deu referente ao seu contedldo
de vitamina C. Por isso, pouco referencial esta disponivel na literatura que explique
com maior clareza os mecanismos de acdo da sinergia dos componentes da acerola no
organismo humano.

Um numero amostral maior poderia ser mais adequado para estimar efeitos mais
robustos em relacdo as variaveis. Além disso, a investigacdo de outros desfechos
relacionado ao estresse oxidativo dos participantes podem ser melhor exploradas em
outros estudos, pois a Acerola é amplamente referida na literatura como antioxidante e
anti-inflamatoria em estudos in vitro e in vivo e seria importante investigar se, sob
situacOes que induzem aumento do estresse oxidativo no organismo humano, seria
observada a mesma eficacia.

Por fim, a utilizagéo de diferentes volumes de ingestdo do suco seriam capazes

de elucidar se as respostas seriam condizentes as experimentadas neste estudo.
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6.7. Conclusao

A ingestdo aguda do suco de acerola ndo promoveu respostas no desempenho
de exercicio incremental em esteira até a exaustdo, mas alteracdes para Albumina,
possivelmente atuante como carreadora dos flavonoides presentes no suco, e um efeito
protetor para 0 aumento dos valores séricos de AU, CK, LDH, TGO e TGP, como acao
de seus biocompostos em combate ao aumento do estado inflamatdrio e de dano

tecidual agudo para o exercicio extenuante, foram observados.
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7.1. Resumo

A acerola (Malpighia ermaginata) ja foi amplamente investigada na literatura por suas
propriedades farmacol6gicas, em especial por suas atividades antioxidante e
antiinflamatdria, através de abordagens in vitro e in vivo. Biocompostos como o0s
flavonoides e as antocianinas, presentes na acerola, tem efeitos imunomoduladores e
efeitos supressores sobre catecolaminas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio. E a
pratica de exercicio extenuante aumenta a liberacdo destas substancias e junto a um
aumento transitorio dos leucdcitos circulantes. Assim, investigamos com este estudo se a
ingestdo de uma dose Unica do suco de acerola pré exercicio extenuante promoveria
alteracdes na resposta imune aguda. Doze homens saudaveis ativos participaram do
estudo. Eles consumiram uma dose Unica do suco de acerola (ACE) ou de uma bebida
controle (CON) antes do teste incremental em esteira até a exaustdo em estratérgia
randomizada, crossover e duplo cego. A contagem diferencial de neutrofilos, linfocitos,
monacitos, eosindfilos, bastonetes e basofilos foi realizada pré e pds teste. Ndo houve
efeito significativo ( p> 0,05) na resposta imune com a ingestéo aguda de bebida ACE ou
CON mas uma diminuicdo com efeito pratico foi observado para a contagem de
monocitos no grupo CON. Assim, possivelmente pelo efeito protetor de seus
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biocompostos, como os flavonoides e antocianinas, a bebida ACE promoveu um efeito

portetor & diminui¢do dos mondcitos pds exercicio.
Palavras chave: Acerola. Resposta Imune. Exercicio Extenuante.
7.2. Introdugéo

A acerola (Malpighia ermaginata) é uma fruta rica em flavonoides, antocianinas e
carotendides, com um amplo aspectro de propriedades farmacoldgicas (BELWAL et al.,
2018) investigadas na literatura, principalmente atraveés de suas atividades antioxidante
(MEZADRI et al., 2008c; PAZ et al., 2015; RUFINO et al., 2010) e antiinflamatoria
(DIAS et al., 2014c). Sabendo que compostos polifendlicos, como os flavondides e as
antocianinas (GONZALEZ et al., 2011), tem efeitos supressores sobre catecolaminas
(MIN et al., 2007b; YAHFOUFI et al., 2018), quimiocinas (SHARMA et al., 2007;
YAHFOUFI et al., 2018) e espécies reativas de oxigénio (HURST et al., 2019b;
HUSSAIN et al., 2016b), os biocompostos presentes na acerola podem desempenhar um

papel fundamental na fisiologia em repouso e no exercicio.

Exercicio exaustivos promovem um aumento na liberacdo de catecolaminas
(THIRUPATHI; GU; PINHO, 2021), citocinas (LIRA et al., 2017) e na producdo das
espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) (DE
MELO-MARINS et al., 2021; POWERS; JACKSON, 2008) induzindo a mobilizacado
(CAMPBELL et al., 2009; GRAFF et al., 2018) e a mediacdo da resposta imune (NEVES
et al., 2015; THIRUPATHI; GU; PINHO, 2021; DE MELO-MARINS et al., 2021;
GALLEGO-SELLES et al., 2022). Assim, ap6s exercicios extenuantes, sejam de curta a
média (<30min) (NATALE et al., 2003; SAND, 2013) ou de maiores dura¢des (>30min.)
(GABRIEL; KINDERMANN, 1997), é observado uma leucocitose (NEVES et al.,
2015a; SCHLAGHECK et al., 2020; SHEK et al., 1995), atribuida principalmente a um
aumento de neutréfilos e linfécitos, e que participam da imunovigilancia mas que
geralmente retornam aos seus niveis basais apds as subsequentes horas de recuperagédo
(GLEESON et al.,, 1995; SCHLAGHECK et al., 2020). No entanto, o tempo de
recuperacdo imunoldgica pode diferir consideravelmente a depender da duracdo e
intensidade da modalidade de exercicio aplicada (SCHLAGHECK et al., 2020) e é ponto
chave para o organismo encontrar-se em condi¢des de neutralizar as proximas respostas
aos estimulos do exercicio (TIDBALL, 2017; WALZIK et al., 2021). Com isso, a partir
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das propriedades imunomoduladoras dos polifendis, poderiamos esperar uma

neutralizacdo da resposta exarcebada imune frente ao exercicio extenuante.

Pesquisas in vivo e in vitro ja investigatam algumas respostas ligadas aos
polifendis e séries imunes, mas utilizaram compostos isolados (MELGAREJO et al.,
2007; MIN etal., 2007b; YANG et al., 2014) ou em culturas especificas de células/tecidos
(MELGAREJO et al., 2007; MIN et al., 2007c; YANG et al., 2014) onde estudos in vitro
foram usados como referéncia para experimentos in vivo e devem ser avaliados com
cautela para tomar base dos efeitos para a salde humana ou mesmo frente a estimulos
estressores, como na resposta imune aguda ao exercicio fisico. Além disso, as respostas
alcancadas a partir de uma determinada fruta ndo podem ser diretamente extrapoladas a
outras, visto que cada fruta carrega diferentes fracbes e subtipos polifendlicos em sua
constituicdo e, assim, a sinergia de seus biocompostos podem estimular diferentes
respostas. Com isso, 0 objetivo de nosso estudo foi investigar se a ingestdo de uma dose
Unica do suco de acerola pré exercicio incremental até a exaustdo gera alteragdes na

resposta imune aguda.
7.3. Metodologia
7.3.1. Amostra

Um total de doze homens saudaveis ativos (idade: 24,7 + 5,7 anos; estatura: 172,7
+5,1 cm; massa corporal 79,9 + 14,4 kg; percentual de gordura 18,2 £ 6,3 %) participaram
do estudo. Eles realizaram um total de duas visitas, separadas por uma semana de washout
entre elas. A sele¢do foi feita através de convites online publicados em redes sociais e
enviados a praticantes de exercicios fisicos regulares de academias e centros de

treinamentos locais.

Os critérios de inclusdo para a selecdo dos participantes foram: pelo menos 06
meses de experiéncia em rotinas de exercicios fisicos, de intensidade moderada a alta por
pelo menos 3x/semana; ter idade entre 18 e 39 anos; ndo ser um individuo fumante ou
que apresente sindromes metabdlicas ou comorbidades cardiovasculares, assim como a
presenca de lesdes musculoesqueléticas nos dltimos seis meses. Os critérios foram
avaliados e dispostos em uma anamnese online, enviada para 0s participantes no
momento da selegdo do estudo. Apds a selecdo e a marcagdo das visitas, eles foram
orientados a se abster de exercicios fisicos e também de alguns habitos alimentares e/ou

dietéticos como o consumo de frutas ou suplementos com propriedades antioxidantes e
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ricos em Vitamina C desde o dia anterior aos testes, uso de medicamentos e suplementos
ergogénicos. Os sujeitos foram excluidos se apresentassem (a) qualquer leséo
musculoesquelética ao longo das coletas; (b) impossibilidade de completar uma ou mais
etapa das previstas para os testes; (c) uso de qualquer tipo de medicamentos ou
suplementos ergogénicos para melhorar o desempenho durante o periodo de participacédo

no estudo; (d) uso de suplementos contendo compostos antioxidantes ou vitamina C.

A aprovacao ética foi obtida através do comité de ética em pesquisa com humanos
da Universidade Estadual Vale do Acaral, sob numero de parecer: 4.882.540. A
participacdo foi voluntéaria e todos os participantes leram e assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido.
7.3.2. Desenho do estudo

Os participantes realizaram duas visitas em dias distintos, com uma semana de
washout entre elas. Eles receberam as orientac6es que, desde o dia que antecediam suas
visitas, havia a necessidade de abstencdo do consumo de suplementos vitaminicos,
antioxidantes, ergogénicos, bebidas energéticas e alimentos que continham vitamina C e
antioxidantes também. Além de restringir o uso de bebidas alcodlicas, uso de cigarro,
medicamentos e a realizacdo de exercicios fisicos. Os detalhes dos procedimentos

ocorridos em casa visita é descrito no diagrama abaixo (Figura 13).

« Medidas antropométricas;
= R24H,;
. » Coleta sanguinea pré;
[ Visita 01 } """""" » Ingestdo ACE ou bebida controle;
= Teste em esteira,
» Coleta sanguinea pods.

Uma semana de washout;
(crossover)

* R24H;

» Coleta sanguinea pre;

[ Visita 02 } ,,,,,, .4 * Ingestdo ACE ou bebida controle;
» Teste em esteira;

» Coleta sanguinea pos.

e J

Figura 13. Desenho do estudo. Esquema dos procedimentos realizados durante as visitas

dos participantes. R24H = Recordatorio Alimentar 24H.
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7.3.3. Suco de Acerola e Bebida Controle

O suco de Acerola (ACE) foi preparado a partir de frutas frescas obtidas em
comeércio local, advindas de um mesmo produtor, seguindo um protocolo realizado por
Dala-Paula, B. M. et al. (2019), com modificagdes. As frutas foram higienizadas em agua
clorada a 200ppm, processadas em liquidificador doméstico por 50s, filtrado em peneira
de malha 850um e o suco foi acondicionado em recipiente de vidro ambar em geladeira
por no maximo 24h até sua utilizacdo. No momento anterior a distribuicdo da bebida
ACE, eram adicionadas 04 gotas de adocante dietético sucralose (Adocyl) para cada

100ml de suco, por conta do sabor &cido caracteristico da fruta, tornando-o mais palatavel.

A bebida controle consistiu em agua mineral gelada, adocante sucralose (Adocyl;
04 gotas/100mL) e essencial de Acerola (Arcolor; 06 gotas/100mL).

2h pré teste as bebidas foram servidas de acordo com as randomizacdes prévias
estabelecidas. O volume de ingestéo foi ajustado para cada participante, sendo 10mL/Kg
corporal (Toscano, L.L.T etal., 2019)

7.3.4. Teste incremental até a exaustao

O teste em esteira foi realizado em laboratorio sob temperatura e umidade
ambientes (34,58 + 1,50°C; 39,46 + 6,97%). O teste iniciava com um aquecimento (3min.)
a 06km/h. Posteriormente a esse tempo, a velocidade era aumentada para 08km/h,
seguindo incrementos continuos a cada trés minutos, de 01km/h (Machado, F.A. et al.,
2013). O teste era terminado quando o participante declarava a exaust&o.

Durante os testes, nenhum participante teve acesso ao tempo percorrido e
progressdo de velocidade, para que ndo houvesse qualquer controle ou interferéncia
pessoal. Como medidas de desempenho, o tempo total e a distancia percorrida foram

registrados ao fim do teste.
7.3.5. Coleta sanguinea e técnica de esfregago sanguineo

Nos momentos pré suplementacdo e cerca de quinze minutos po6s o fim do teste
em esteira foi realizada a coleta sanguinea dos participantes por um enfermeiro
qualificado em local previamente preparado. O esfregaco sanguineo foi realizado por
método manual, a partir de uma goticula de sangue disposta na lamina, secado sob
temperatura ambiente e posteriormente corado em Pandtico Rapido (Laborclin) baseado

no método de coloragdo hematoldgica de Romanowsky (1978).
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Para 0 exame microscopico de esfregaco sanguineo, as laminas foram lidas em
objetiva de 6leo de 100x (ampliagdo de 1.000x) em microscépio dptico (ZEISS Primo
Star) e as fotomicrografias foram realizadas e analisadas por dois hematologistas
treinados, que obtiveram a contagem diferencial para neutrdéfilos, linfécitos, mondcitos,

eosinofilos, bastonetes e basofilos.
7.3.6. Analises Estatisticas

A normalidade das amostras foi testada por meio do teste de Shapiro-wilk.
Quando obtidas distribuicbes normais, anova de medidas repetidas foi utilizada. Para
distribuicbes ndo paramétricas, teste de Friedman foi utilizado, assumindo um tamanho
de efeito (w) pequeno (0.1 < 0.3), médio (0.3 <0.5) ou grande (> 0.5).

A magnitude do tamanho de efeito de cohen's d (d) entre as condicbes pré e pos
controle, pré e pods acerola e entre as condicdes (pds acerola vs. pds controle) foram
adotados como pequeno (0.20-0.30), médio (0.40-0.70), grande (> 0.80) e muito Grande
(> 1.20) (Cohen, 1988).

O nivel de significancia (p) foi quando p < 0,05. Todos os testes foram realizados
no Software SPSS versao 29.0.

7.4. Resultados
7.4.1 Desempenho

Os tempos médios e distancias percorridas nos testes em esteiras para as condi¢des

(acerola e controle) estdo dispostos na tabela 01.

Tabela 03. Tempo do teste e distancia percorrida

Acerola (ACE) Controle (CON) Valor de p
Distancia total (Km) 2,81+1,08 2,84 £ 0,96 p=0,85
Tempo do teste (min.) 17,71 + 4,80 17,84 + 4,20 p=0,84

Os dados séo apresentados como média + desvio padréo.

7.4.2. Neutréfilos

Ao analisar os resultados dos Neutrofilos (Figura 14) ndo foram encontradas
nenhuma diferenca estatisticamente significante entre os momentos F (2.47, 27.2) =0.36,
p=0.74, bem como séo observadas magnitudes de tamanho de efeito pequenas ou quase

nulas para todas as analises ao longo do tempo ou entre grupos.
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7.4.3. Linfécitos

Considerando os resultados apresentados na figura 14, ndo houve diferenca
estatistica para os Linfécitos em nenhum momento F (2.40, 26.48) =0.87, p=0.44, o
mesmo padrdo se mantém para a magnitude do tamanho do efeito, onde os achados ao

longo do tempo e entre os tratamentos indicam efeitos pequenos.

Neutréfilos
d=0.03
| |
d=0.23 d=0.12
80—
— Hl Controle
= Acerola
T |
(%3]
[¢}]
<
S 40+
c
)
20
0- I I
Pre Pés Pre Pés
Linfécitos
d=0.13
[ |
- d=0.46 d=0.10
60 — — El Controle
—‘* @ Acerola
g 1
©
5]
o
c
)

[ [
Pre Pos Pre Pé6s

Figura 14. Resultados da contagem diferencial para Neutrofilos e Linfécitos. d= tamanho
de efeito de cohen's d.

7.4.4. Monocitos

Os resultados dos Mondcitos ndo apresentaram significancia estatistica entre os
momentos F (2.88, 31.69) =1.92, p=0.14, no entanto, ao analisar a significancia pratica
através da magnitude de tamanho de efeito, foi encontrado um tamanho de efeito grande
entre a condicdo pré e pos no grupo controle. J4 ao comparar 0s momentos pos exercicio,
(pbs acerola vs. p6s controle), observamos uma magnitude de efeito moderada (Figura

15).



49

Monécitos
15 d=0.68
| | Il Controle
d=0.83 d=0.09 = Acerola
8 10
IS
o
[
D 54
0- T T

Pre Pés Pre Pés

Figura 15. Resultados da contagem diferencial para Mondcitos. d= tamanho de efeito de
cohen's d.

7.4.5. Eosindfilos, Bastonetes e Basofilos

N&o houve diferenca estatistica nos Eosinéfilos ao longo do tempo e nem entre as
condi¢des (¥*(3)= 6.6, p=0.081) também nao foram encontrados diferencas na magnitude
do tamanho de efeito (w=0.18) o que indica a auséncia de efeito pratico desses resultados

(Figura 16).

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticas para os Bastonetes, ao
longo do tempo ou entre tratamentos (y*(3)= 3, p=0.37) além de uma magnitude de

tamanho de efeito proximo ao nulo (w=0.08) (Figura 16).

A contagem diferencial para os Basofilos permaneceram zeradas ao longo do
tempo para ambos os tratamentos, ndo sendo assim possivel realizar nenhum

procedimento estatistico.
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Figura 16. Resultados da contagem diferencial para Eosindfilos e Bastonetes.

7.5. Discussao

O objetivo do nosso estudo foi investigar as diferencas na contagem diferencial
leucocitaria com a ingestdo aguda do suco de acerola e a realizacdo de um teste
incremental até a exaustdo. Nossos resultados mostraram que nao houve efeito na resposta
imune com a ingestdo aguda do suco de acerola ou bebida controle, mas uma diminuicao

com efeito pratico foi observado para os mondcitos apenas no grupo controle.

Nossa hipdtese inicial seria que os biocompostos da acerola, como os flavondides
e antocianinas, pudessem neutralizar uma resposta imune exarcebada apds o exercicio
extenuante. Esses biocompostos, a partir de suas propriedades antirradicalares e
antiiflamatorias inibem algumas vias de sinalizacdo e a secrecdo de enzimas, que podem
modular a resposta imune (HUSSAIN et al., 2016a).
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N&o foram observadas diferencas estatisticas (p) nem praticas (d) entre as
condicBes ou grupos para a contagem de neutrofilos e linfocitos. Tal resposta ndo era
esperada, pois a pratica de exercicios extenuantes levam a um aumento transitorio
significativo na contagem dessas células no momento apos o exercicio (NEVES et al.,
2015b; SAND, 2013), o que nao foi observado em nosso protocolo. Portanto, o protocolo
ndo parece ter gerado uma interferéncia aguda na resposta imune mediada por neutréfilos
e linfocitos, onde ndo foi possivel inferir se a ingestao do suco de acerola seria passivel

de neutraliza-la.

J4 ao analisar os monacitos, ndo foram encontradas diferencas estatisticas, mas
foi observada a partir da magnitude do tamanho de efeito (d=0,83), um decréscimo mais
acentuado pos exercicio para o grupo controle. Alguns estudos mostram que, apds o
exercicio extenuante, os mondcitos se tornam mais suscetiveis a apoptose (KROPFL et
al., 2022) e podem sofrer um reducdo na sua contagem para abaixo dos niveis de repouso
alguns minutos ap6s o fim do exercicio de alta intensidade (MOYNA et al., 1996;
SCHMID et al., 2020). Os biocompostos presentes na acerola (BELWAL et al.,
2018) podem ter modulado essa resposta (MILES; CALDER, 2021), de forma que possa
ter ofertado um efeito protetor a diminuicdo dos mondcitos. Células imunes inatas, como
0s mondcitos, podem apresentar uma ativacdo ou ativacdo aumentada da via de
sinalizacdo proé-inflamatoria do fator nuclear kappa beta (NF-«f) (TAVENIER et al.,
2020), principalmente sob situacGes de estresse, como 0 exercicio extenuante
(GALLEGO-SELLES et al., 2022). Os flavonoides foram amplamente relacionados com
acoes na via NF-«xB (GONZALEZ et al., 2011; MIN et al., 2007c) inibindo sua
sinalizacdo e promovendo a regulacdo negativa da expressdo de marcadores pro-
inflamatorios, podendo reduzir os danos aos mondcitos (GONZALEZ et al., 2011;
MELGAREJO et al., 2007).

Eosinofilos e bastonetes sdo importantes para o sistema imune, visto que
participam da resposta inflamatdria alérgica (MINAI-FLEMINGER; LEVI-SCHAFFER,
2009) e resposta a infeccdo (VAN GRINSVEN et al., 2019), respectivamente, mas néo
parecem exercer uma influéncia significativa para a resposta do exercicio de alta
intensidade e assim, pouco sdo reportado em estudos que utilizam esse modelo (RIS@Y
et al., 2003; SAND, 2013). Em nosso estudo, eosinéfilos e bastonetes tiveram baixas

contagens em todos 0s momentos e grupos e obtiveram efeitos praticos proximos ao nulo.
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7.6. Limitac6es do estudo

Considerando que utilizamos neste estudo um modelo de dose Unica da ingestdo
do suco de acerola e somente a contagem diferencial de leucocitos, estudos posteriores
com o suco de acerola poderiam explorar outras formas de desenvolver sua metodologia

e observar os resultados.

Periodos maiores do que uma ingestdo Unica do suco de acerola poderia mostrar
se respostas diferentes seriam alcangadas com a sua suplementagdo. Além disso, a
utilizacdo de protocolos que induzissem uma maior participacdo da resposta imune pés

exercicio poderiam mostrar se a acerola seria capaz de neutraliza-la.

E, sabendo que o exercicio exaustivo gera um aumento do nimero de leucécitos
totais, a contagem global de leucdcitos possibilitaria avaliar se o exercicio foi capaz de
gerar leucocitose como ja € visto na literatura e 0s possiveis efeitos da acerola neste

parametro, assim gerando respostas mais precisas.
7.7. Concluséo

A ingestdo aguda do suco de acerola ndo alterou a resposta imune de individuos
ativos apds um teste incremental até a exaustdo em esteira, mas promoveu uma resposta
pratica baseada no tamanho do efeito sobre os mondcitos, possivelmente pelo efeito

protetor de seus biocompostos, como os flavondides e antocianinas.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Marcadores de desempenho como tempo total de teste e distancia percorrida néo
sofreram alteracGes com a ingestdo do suco de acerola, mas um aumento para albumina
sérica e diminuicdes em &cido drico, CK, LDH, TGO e TGP foram observadas neste
grupo (ACE), demonstrando uma acéo de seus biocompostos em combate ao aumento do
dano tecidual agudo para o exercicio extenuante. A resposta imune, apesar de nao sofrer
alteracoes significativas com o protocolo de exercicio, demonstrou uma diminui¢do com
significancia pratica baseada no tamanho do efeito sobre os mondcitos, no grupo CON.
Basicamente houve uma maior diminuicdo destas células para o grupo CON, e uma
manutenc¢do do nimero de base para o grupo ACE. Essa diminui¢do néo foi observada no
grupo acerola possivelmente pelo efeito protetor de seus biocompostos, como 0s

flavonoides e antocianinas, ao dano e apoptose ocorrida nestas células.
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ANEXO 01. GUIA DE PARTICIPACAO NO ESTUDO

GUIA PARA PARTICIPACAO DO ATLETA

Este guia deve ser seguido desde as 24h que antecedem o teste incremental em
esteira, suas recomendacdes sio de fundamental importincia para a fidedignidade das

respostas para o estudo!!

E com imenso prazer que contamos com vocé para nossa pesquisa e para

contribuigio com a Ciéncia!

Seguem recomendagdes:

® Caro atleta, por favor restringir, em seus hibitos didrios:
= Fumo;

@ Bebidas alcdolicas;
E Medicamentos;

2 J;L. Treino (exercicios fisicos) e/ou competicdes;

® Caro atleta, por favor, restringir de sua alimentagido:

b Frutas e sucos ricos em Vitamina C e antioxidantes (Uvas, Laranja,

Limdo, Caju, Acerola, Goiaba, eic.)

i Suplementos dietéticos, vitaminicos, etc.

E, no dia da coleta, por favor ajustar seu café da manhi para que nio hajam

interferéncias nos resultados, evitando consumir

- Suco de frutas ou mesmo frutas inteiras e suas partes;

- Suplementos, energeticos e vitaminas.

Atenciosamente,

Equipe Executora.
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ANEXO 02. TERMO DE COMPROMISSO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, . sob

data de nascimento [/ / e RG n° . estou

sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo ¢ avaliar os efeitos da
suplementagio com diferentes concentracbes de suco de frutas e uma outra bebida no
estado fisiologico e psicobiologico de individuos adultos saudaveis ativos fisicamente.
A minha participaciio no referido estudo sera em diferentes etapas: inicialmente,
conhecerel este termo, irei preencher uma anamnese por meio de formulario online e
também farei o preenchimento de um recordatorio alimentar (R24H), nas 24h que
antecedem o teste em esteira. Em um segundo momento, participarei de: testes de resposta
psicobiologica, testes de resposta fisiologica (ambos aplicados em formas de
questionarios e de coleta sanguinea, mediante protocolos de aferi¢bes ja validados).
Entio, logo apods, consumirei uma das bebidas propostas para o estudo e participarei de
um teste em esteira ergomeétrica, até a exaustio. Ao fim do teste em esteira, realizarei

novamente as coletas (psicobiologicas e fisiologicas) ja descritas acima.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios, o
principal seria a contribuigio com a ciéncia, o conhecimento sobre a validade de uma
nova suplementagio com um produto regional e natural, na fadiga mental e em respostas

fisiologicas.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possivels
desconfortos e riscos decorrentes do estudo. O mais recorrente se daria ao fato do possivel
desconforto ao praticar exercicios fisicos entre outros individuos ou mesmo ao cansago
que essa pratica possa causar (ao decorrer de sua realizagio ou ao final) e tambeém aos
procedimentos invasivos como os testes sanguineos (sendo necessario a retirada de

sangue com seringa descartavel, sempre preservando os principios da biosseguranca).

Caso me sinta ainda assim lesado, com o objetivo de minimizacio dos riscos ao
persistir algum desconforto, poderei contatar o pesquisador, o qual podera me encaminhar

a um servigo médico e/ou psicologico, de acordo com a necessidade requerida.

Estou ciente de que minha identidade sera respeitada e preservada, ou seja, meu
nome ¢ qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar,

sera mantido em total sigilo para publicagiio dos resultados deste estudo.

Anexo 02. Termo de Compromisso Livre e Esclarecido (TCLE). Pagina 01.



Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar
meu consentimento a qualquer momento, e, caso deseje sair da pesquisa, ndo sofrerel

qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.

A pesquisadora envolvida com o referido projeto & Tatiana Albuquerque Melo.
Bacharel em Educacgio Fisica pela Universidade Estadual Vale do Acaran (UVA) e
atualmente mestranda no Programa de Pos-Graduagio em Biotecnologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC), com a qual poderei manter contato pelo telefone (88) 98123-
7604,

Todo o estudo segue as normas éticas precedidas pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual Vale do Acarat (Avenida Comandante Maurocelio
Rocha Pontes, numero 150, Campus Derby; telefone (88) 3677-4255; e-mail

cepl@uvanet.br).

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me & garantido o
livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas

consequéncias, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha participagio.

Enfim, tendo sido orientado (a) quanto ao teor do aqui mencionado e
compreendido a natureza e objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento em participar, estando totalmente ciente de que nio ha nenhum valor

econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacio.

De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da minha participacio no

estudo, serei devidamente indenizado, conforme determina a lel.

Sobral-CE,  de de20 .

Assinatura do Participante Tatiana Albuquerque Melo
Pesquisadora Responsavel
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ANEXO 03. PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

e o
rixy UNIVERSIDADE ESTADUAL % Plabaforma
S VALE DO ACARAU - UVA/CE %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DO SUCO DE ACEROLA NOS ESTADOS FISIOLOC?ICO,
PSICOBIOLOGICO E NO DESEMPENHO DE INDIVIDUOS ATIVOS SAUDAVEIS
SUBMETIDOS A UM TESTE INCREMENTAL ATE A EXAUSTAQ

Pesquisador: TATIANA ALBUQUERQUE MELO

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 50330521.7.0000.5053

Instituicdo Proponente: Universidade Estadual Vale do Acarau - UVA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 4.882.540

Apresentagdo do Projeto:

TIPO DE ESTUDO: Trata-se de um estudo de abordagem quantitativa, intervencionista, onde sera realizado
um ensaio clinico cruzado, controlado, randomizado simples (https://www.randomizer.org/) & duplo-cego.
Todos participantes serfo previamente recrutados sob consentimento formulado (Termo de Consentimento
Livre Esclarecido — TCLE) (Apé&ndice A) sendo informados sobre os riscos e beneficios da pesquisa, em
respeito aos principios basicos da bioética (Ndo maleficéncia; Beneficéncia; Autonomia; Justica e Equidade),
segundo as normas da Resolugdo n® 466/12 do Conselho Macional de Sadde.DESENHO EXPERIMENTAL:
Em um primeiro momento, que antecede o teste e as demais coletas psicobiologicas e bioquimicas, os
participantes receberdo de forma remota uma guia de instruges para a participac@o na pesquisa, uma
anamnese (em formato de formulario eletrdnico Google) e uma copia online do TCLE, para que conhegam
as motivagdes, objetivos, riscos e beneficios que podem esperar da pesquisa. No dia do teste, o participante
sera recepcionado no Laboratorio de Fisiologia do Esforgo da Universidade Estadual Vale do Acarad (UVA)
para gue sejam iniciados os procedimentos e coletas. Primeiro, realizada por um profissional de Educacao
Fisica formado e com inscrigio ativa em seu conselho (Conselho Regional de Educagéo Fisica - CREF) ,
as medidas antropométricas de peso, altura e percentual de gordura, serdo realizadas. Ao fim desse
momento, o participante realizara a assinatura das vias do TCLE. Ja em seguida, iniciam as

Enderego: Av Comandante Maurocelio Rocha Ponte, 150

Bairra: Derby CEP: 62.041-040
UF: CE Municipio: SOBRAL
Telefone: (B8)3677-4255 Fax: (BBJ36T7-4242 E-mail: cep_uva@uvanet.br
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Continuagdo do Parecer: 4.882 540

coletas do estado psicobiolégico do participante: Flanker Teste (realizado a partir do monitor e teclas do
Notebook) e Escala Visual Analégica (em folha impressa), que coletam dados de atengdo seletiva, controle
executivo e seus tempos de resposta, além de

classificagdes subjetivas de fadiga, esforgo mental e motivagio.

No terceiro passo, iniciam as coletas bioguimicas. As coletas de sangue serdo realizadas em um local
preparado, por enfermeiro({a) voluntario qualificado para tal processo, com registro ativo em seu conselho
(Conselho Regional de Enfermagem — COREN), contando com os devidos equipamentos de protegéo
individuais. Logo apds esse processo, os participantes receberio em estratégia duple cego a sua bebida,
ofertada por pesquisadores cegos ao procedimento, em sequeezes opacas, para a ndo identificacéo da cor
e espessura do liquido a ser ingerido. Ao passar um tempo de duas horas ap6s a suplementagdo, para a
devida absorgdo dos nutrientes fendlicos presentes no suco, iniciaremos o teste em esteira. O teste serd
realizado com inicio a Bkm/h e a cada 3 minutos, 1km & incrementado na velocidade. O teste segue até que
o participante chegue a exaustdo. A cada incremento de 3min e ao final do teste, o participante sera
perguntado em qual escala de 0 a 10 ele percebe que esta seu esforgo mediante o teste (PSE segdo). E,
durante todo o percurso em esteira, sera colhida a Frequéncia Cardiaca do participante por um
frequencimetro tordcico Polar e avaliado por meio do aplicativo para celular Heart Rate Variability. Ao
terminar o teste em esteira, repetem-se as coletas biogquimicas e de estado psicobiolégico. Apos uma
semana, o participante retorna para a mesma rotina acima descrita, agora ingerindo bebida diferente da vez
anterior. E necessario que cada participante participe de pelo menos dois momentes crossover dos trés
propostos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os efeitos do suco de acercla sobre o desempenho, varidveis fisiolégicas e psicobiclogicas apds um
teste incremental até a exaustio.

Objetive Secundario:

= Analisar se o suco de acerola funciona como atenuador da resposta de percepgdo subjetiva do esforgo dos
atletas;

» Observar se o suco de acerola seria capaz de atenuar os niveis de estresse oxidativo avaliados partir de
Espécies Reativas ao Acido Tiobarbittrico, Superéxido Dismutase e

Catalase;

= Analisar se o suco de Acerola afeta o tempo até exaustfo e a distancia percorrida em teste incremental;
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= Estimar se houve alguma diferenga pds ingestio do suco de acerola e pratica de exercicio extenuante a
partir do hemograma completo nas quantificagdes de células

hematolégicas;

+ Aferir as respostas dos marcadores de dano ao tecido muscular apds suplementagio e exercicio
extenuante a partir dos niveis de

Creatina Quinase e Lactato Desidrogenase;

= Investigar se apds o consumo das duas concentragbes do suco de acerola e bebida placebo existe alguma
diferenga inter respostas neurocognitivas apés teste incremental;

« Comparar os efeitos da suplementagao sobre varidveis fisioldgicas e

psicobiologicas mediante as concentragdes 100% e 50% do suco de Acerola e identificar a mais eficaz para
os praticantes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

os riscos ao decorrer da pesquisa se ddo ao possivel desconforto fisico ou mal estar da pratica do exercicio

fisico até a exaustdo, do processo invasivo de coleta sanguinea e da realizagao dos protocolos de teste

meio a outros avaliadores que farfo parte da equipe de apoio no local, no dia do experimento. Com intuito
de minimizar estes desconfortos e riscos que possam vir a ocorrer, o teste sé serd realizado com individuos

fisicamente ativos, que diminui os riscos de possibilidade de desconforto com a pratica extenuante. Além

disso, teremos no local uma equipe de enfermeiros para prestar quaisquer assisténcias pré hospitalares que

forem necessarias, além da possibilidade de encaminhamento a um servigo de salde caso os desconfortos

persistam e assim seja necessdrio. Durante a coleta sanguinea, os materiais utilizados serdo materiais
estéreis e descartaveis e o procedimento sera realizado em local devidamente preparado e por profissional

qualificado, com registo ativo no Conselho Regional de Enfermagem

(COREN). Por fim, & garantido ao participante o livre arbitrio de retirar-se do estudo a qualquer momento,
sem gue sofra quaisquer danos. Caso persistam algum desconforto, o encaminharemos a um servigo

medico e/ou psicoldgico, de acordo com a necessidade requerida. O sigilo das informagoes pessoais dos

participantes & garantido pois as fichas que constar@o estas informacgdes serfio manipuladas apenas pela

pesquisadora,

que ndo permitird e nem fard a utilizagdo dos dados pessoais ou detalhes que, de alguma forma,

identifiqguem o participante.

Beneficios:

Com eslta pesquisa, os participantes podem esperar como beneficio a contribuigdo com a Ciéncia,
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pois sua participagao nos dard a possibilidade de testar a validade de uma bebida a partir de um produto
regional e de facil acesso, aliada a pratica de exercicios. Com a pesquisa eles também poderdo monitorar
seu estado fisico por meio de um relatdrio final que contara com dados de seu desempenho mediante o
teste, de seu percentual de gordura, peso e altura.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Vide recomendacgdes

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Apresentados e em conformidade.

Recomendacgdes:

Apresentar relatdrio final da pesquisa a este CEP.

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Projeto de pesquisa sem obices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP/UVA, apds apresentagao e discussao do parecer pelo relator, acatou a relatoria que

classifica como aprovado o protocolo de pesquisa. O(a) pesquisador(a) devera atentar para as
recomendacgoes listadas neste parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor SHI.IEIQQD
Informaces Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/07/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1800230.pdf 10:00:13
Outros ESCALA_VISUAL_ANALOGICA pdf 29/07/2021 |TATIANA Aceito

09:56:10 |ALBUQUERQUE
MELO
Falha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_TATIANA_ALB_M| 29/07/2021 |TATIAMNA Aceito
ELO_BIOTEC.pdf 09:55:00 |ALBUQUERQUE
MELO
Projeto Detalhado / |EFEITOS_DO_SUCO_DE_ACEROLA_ | 28/07/2021 | TATIANA Aceito
Brochura NOS_ESTADOS_FISIOL_PSICOBIOL _ 15:36:42 |ALBUQUERQUE
Investigador E _NO DESEMP BIOTEC 2021 pdf MELO
Outros DESENHO_EXPERIMENTAL.pdf 28/07/2021 |TATIANA Aceito
15:30:01 |ALBUQUERQUE
MELO
Outros GUIA_PARA_PARTICIPACAO pdf 28/07/2021 |TATIANA Aceito
15:29:34 |ALBUQUERQUE
MELO
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Orgamento ORCAMENTO.pdf 28/07/2021 | TATIANA Aceito
15:28:46 |ALBUQUERQUE
MELO
Qutros DADOS_PESSOAIS_E_ANAMNESE.pd| 28/07/2021 |TATIANA Aceito
f 15:23:13 |ALBUQUERQUE
MELO
Qutros RECORDATORIO_ALIMENTAR_24H_R| 28/07/2021 |TATIANA Aceito
24H.pdf 15:22:59 |ALBUQUERQUE
MELQ
Cronograma CRONOGRAMA. pdf 28/07/2021 |TATIANA Aceito
15:22:27 |ALBUQUERQUE
MELQ
TCLE / Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 28/07/2021 | TATIANA Aceito
Assentimento / E_E_ESCLARECIDO.pdf 15:19:56 |ALBUQUERQUE
Justificativa de MELO
Auséncia

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

SOBRAL, 03 de Agosto de 2021

Assinado por:

Maria do Socorro Melo Carneiro

(Coordenador(a))
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