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RESUMO
Introdução: O exercício de alta intensidade promove um aumento na produção de espécies reativas, o que 
pode ser prejudicial para a saúde e função de diversos órgãos. Objetivo: Analisar o efeito da suplementa-
ção com ácido α-lipóico contra o estresse oxidativo no coração e no fígado de camundongos treinados em 
endurance submetidos a uma sessão de exercício exaustivo. Métodos: Trinta e dois camundongos machos 
foram submetidos a 6 semanas de treinamento em natação. Os animais foram divididos em dois grupos 
de acordo com a suplementação, ácido α-lipóico ou veículo, oferecida durante as duas últimas semanas. 
A última sessão do treinamento foi destinada ao exercício de exaustão. Foram analisadas a peroxidação 
lipídica, dano oxidativo às proteínas e marcador antioxidante no fígado e coração imediatamente (0h) e 
quatro horas (4h) após o exercício exaustivo nos dois grupos. Resultados: O coração dos animais suple-
mentados apresentou menor dano proteico e maiores níveis de antioxidante nas 0h e 4h. No fígado, a 
peroxidação lipídica foi maior nos animais suplementados em 0h, mas não diferiu 4h após a exaustão. O 
fígado dos animais suplementados apresentou níveis mais altos de proteína carbonilada nas 0h e nas 4h. 
Conclusão: A suplementação com ácido α-lipóico é um antioxidante eficiente para o coração de camun-
dongos treinados submetidos a exercício exaustivo, mas é desnecessário para evitar o estresse oxidativo 
hepático induzido pelo esforço exaustivo. 

Palavras-chave: exercício físico; estresse oxidativo; antioxidante. 

ABSTRACT
Introduction: High intensity exercise causes an increase in reactive oxygen species production, which 
can be harmful to the health and function of several organ tissues. Objective: To analyze the effect of su-
pplementation with α-lipoic acid against the oxidative stress in the heart and liver of endurance-trained 
mice submitted to the exhaustive endurance exercise bout. Methods: Thirty-two male mice were submit-
ted to 6-week endurance swimming training, and divided in two groups according to supplementation 
protocol, α-lipoic acid or vehicle, during the last two weeks. The last training session was destined to 
the exhaustive exercise bout. It was analyzed the lipid peroxidation, oxidative damage to proteins and 
antioxidant marker in liver and heart immediately (0h) and four-hours (4h) after the exhaustive exercise 
in both groups. Results: The heart of supplemented animals showed a lower protein damage and higher 
levels of antioxidant in 0h and 4h. In the liver, lipid peroxidation was higher in supplemented animals 
in 0h but did not differ 4h after the exhaustion. The liver of supplemented animals showed higher levels 
of carbonylated protein in both 0h and 4h. Conclusion: The α-lipoic acid supplementation is an efficient 
antioxidant to the heart of trained mice submitted to exhaustive exercise but is unnecessary to avoid 
exhaustion-induced oxidative stress in the liver.
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Introdução

O metabolismo aeróbio é a principal fonte endógena das espécies reativas de 
oxigênio (EROs). A fosforilação oxidativa produz muitos ânions superóxidos, que po-
dem formar outras espécies reativas, como peróxido de hidrogênio e radical hidroxila 
[1]. Porém, em condições fisiológicas, as EROs são neutralizadas por um complexo 
sistema antioxidante endógeno, que é composto por antioxidantes enzimáticos e não 
enzimáticos. As moléculas antioxidantes são extremamente importantes para evitar 
danos oxidativos aos componentes celulares, como proteínas, ácidos nucléicos e lipí-
dios [2,3].

Sessões de exercícios físicos de alta intensidade ou extenuantes causam um 
aumento expressivo na produção de EROs [1]. Além do exercício ser um potencial 
estímulo para desencadear a produção de EROs, a literatura tem demonstrado que 
um programa de treinamento físico adequado tem um efeito protetor contra o dano 
oxidativo, uma vez que potencializa o sistema antioxidante [4]. Contudo, tem sido 
demonstrado que a alta produção de EROs e o comprometimento do sistema antio-
xidante podem limitar a adaptação e o desempenho ao exercício [1,5]. A exposição 
crônica a altos níveis de EROs pode diminuir significativamente a atividade do siste-
ma antioxidante enzimático (superóxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase 
etc.) e a concentração de antioxidante não enzimático (coenzima Q10, glutationa, 
vitamina C e E, ácido lipóico etc.), prejudicando a função celular devido aos danos, 
apoptose e necrose [2].

O dano oxidativo do exercício em músculos treinados tem sido amplamen-
te estudado, uma vez que o músculo é o órgão mais recrutado durante uma sessão 
de exercícios. Porém, outros órgãos têm sua atividade aumentada durante e imedia-
tamente após uma sessão de exercícios, principalmente o coração e o fígado [6,7]. 
Estudos têm mostrado alterações negativas no estado redox do coração e do fígado 
após exercícios extenuantes [8,9]. Felizmente, tem-se estudado estratégias nutricio-
nais capazes de prevenir e/ou reduzir o dano oxidativo e, consequentemente, reduzir 
o estresse físico, dores musculares e prejuízos ao desempenho esportivo [10]. Alguns 
estudos demonstram que a ingestão de moléculas antioxidantes exógenas tem efeitos 
positivos contra o dano oxidativo induzido pelo exercício [8,11].

O ácido α-lipóico é um cofator para as enzimas mitocondriais envolvidas no 
metabolismo energético e desempenha um importante papel na neutralização de 
EROs e na quelação de metais [12]. O ácido α-lipóico tem sido considerado um antio-
xidante universal por atuar tanto na fase aquosa quanto na membrana, trabalhando 
em sinergia com outros antioxidantes (como a glutationa, a vitamina C e a vitamina 
E). Além disso, pode reciclar alguns antioxidantes, como o ácido ascórbico, a gluta-
tiona (GSH) e a vitamina E [12,13]. Estudos demonstraram que a suplementação com 
ácido α-lipóico pode melhorar a defesa antioxidante e reduzir o dano oxidativo no 
tecido muscular após uma sessão de exercícios [14,15].
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Assim, o presente estudo teve como objetivo analisar o efeito da suplemen-
tação com ácido α-lipóico contra o estresse oxidativo no coração e no fígado de ca-
mundongos treinados em endurance submetidos a uma sessão de exercício exaustivo.

Métodos

Animais
Trinta e dois camundongos (Mus musculus) Swiss, machos, de 6 semanas de 

idade foram alocados em dois grupos experimentais de acordo com a intervenção: 1) 
Grupo veículo (VEH) (n = 16): animais submetidos a treinamento físico e que não re-
ceberam suplementação; 2) Grupo suplementado (SUP) (n = 16): animais submetidos 
ao treinamento físico e que receberam suplementação. Os animais foram alojados em 
gaiolas plásticas, em ciclo circadiano invertido (12 h escuro/claro), em 22 ± 1°C e 55 
± 5% de umidade com ração e água encanada ad libitum, no biotério do Laboratório 
de Nutrição Experimental da Universidade Federal do Triângulo Mineiro (UFTM). O 
protocolo experimental foi previamente autorizado pelo Comitê de Ética no Uso de 
Animais da UFTM, sob o protocolo número 219/12.

Protocolo de suplementação
O ácido α-lipóico (Zhejiang Chemicals, China) foi diluído (1 mg/mL) em uma 

solução de veículo (10% dimetilsulfóxido (DMSO) em óleo de soja). A solução foi ad-
ministrada por gavagem (100 mg/kg/dia) durante os últimos sete dias do protocolo 
de treinamento físico, apenas nos animais do SUP. O VEH recebeu o mesmo volume 
da solução veículo, nos últimos sete dias do protocolo de treinamento físico.

Protocolo de treinamento de exercício
O protocolo de treinamento físico foi aplicado conforme proposto por Sam-

paio-Barros et al. [16]. A primeira semana foi destinada à aclimatação ao protocolo 
de treinamento físico. Os animais foram submetidos ao treinamento de natação por 
5 minutos no primeiro dia, 15 minutos no segundo, 30 minutos no terceiro dia, 45 mi-
nutos e 60 minutos no quarto e quinto dia, respectivamente. Em seguida, os animais 
foram submetidos diariamente a uma sessão de natação, 5 dias por semana, 60 min 
por sessão, durante 6 semanas. A sessão de treinamento foi aplicada em grupos de 5 
animais com o objetivo de aumentar a intensidade do exercício [16]. Os animais na-
daram em um recipiente plástico de 22 cm de diâmetro e 60 cm de altura, com água a 
uma profundidade de 40 cm, mantida a 32°C (± 1°C), controlado por aquecedor com 
termostato automático (HOPAR SA-333 Zhong Shan, China).

A última sessão do treinamento foi dedicada à teste de exercício exaustivo. 
Os animais foram submetidos a uma sessão individual de natação com carga metá-
lica correspondente a 10% do peso corporal fixada na porção proximal da cauda. Os 
animais foram considerados exaustos quando não conseguiram sustentar o focinho 
acima da água por 8 segundos [17].
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Coleta e preparação de amostras
Os animais foram sacrificados por decapitação após serem anestesiados com 

cetamina (80 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) imediatamente após (0h) o exercício exaus-
tivo (n = 8) e quatro horas após (4h) o exercício exaustivo (n = 8). Após a confirmação 
da eutanásia, o fígado e o coração foram imediatamente excisados, lavados em solu-
ção salina e imediatamente congelados em nitrogênio líquido. Após congelados, os 
órgãos foram armazenados a -20°C até o momento das análises. Para a execução das 
análises, alíquotas de tecido cardíaco e hepático foram homogeneizadas com tampão 
fosfato 25 mM pH 7,4 (1:100 w/vol) imediatamente antes do início das análises.

Determinação de proteínas carboniladas
A concentração de proteínas carboniladas foi determinada pelo método pro-

posto por Odetti et al. [18]. O tecido homogeneizado (100 mL) foi vigorosamente 
misturado a 100 µl de ácido tricarboxílico 20% (TCA) e, em seguida, centrifugado du-
rante 10 minutos a 3500 rpm. O sobrenadante foi descartado e 500 µL de 2,4-dinitrofe-
nilhidrazina (DNPH) 10mM, diluído em HCl 2M, foram adicionados ao precipitado. A 
solução foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente, no escuro, com agitação a 
cada 15 min. Em seguida, foi adicionado 1 mL de etanol-acetato de etila (1:1 vol/vol) 
e a solução foi centrifugada por 10 min a 3500 rpm a 4ºC. O etanol-acetato de etilo 
foi removido e o sedimento foi suspenso em 2 mL de guanidina 6M. A solução de pro-
teína-guanidina foi mantida em banho-maria a 34ºC por 15 min. A solução final foi 
lida em espectrofotometria ajustada em 370 nm, e o coeficiente de extinção molar de 
22.000 M-1 cm-1 foi utilizado para calcular a concentração de carbonila.

Determinação da peroxidação lipídica
A peroxidação lipídica foi avaliada pela concentração de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), de acordo com Buege e Austi [19]. Foi adicionado 
1 mL de reagente TCA-TBA-HCL a 500 µL de homogenato de tecido. A solução foi 
mantida por 15 minutos em água fervente (100ºC). Após o resfriamento, a solução 
foi centrifugada por 10 minutos a 10000 g. A absorbância do sobrenadante foi lida 
por espectrofotometria, a 535 nm. A concentração de TBARS foi determinada usando 
equação da curva de calibração obtida por uma reação semelhante, usando solução 
comercial de malondialdeído.

Determinação de tióis não proteicos
A concentração de tióis não proteicos foi medida por método colorimétri-

co, usando a reação do grupo sulfidrila com 5,5’dhytiobis (ácido 2-nitrobenzóico) 
(DTNB). O homogenato de tecido foi desproteinizado pela adição de 10% de TCA. 
Foram adicionados 200 µL de Tris 0,2 M-EDTA 0,02 M, 300 µL de DTNB e 1,6 mL de me-
tanol a 100 µL de sobrenadante de homogenato de tecido. A solução foi incubada por 
15 min em temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, a absorbância foi lida em 
espectrofotômetro ajustado para comprimento de onda de 412 nm. A concentração 
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de tióis não proteicos foi determinada usando equação da curva de calibração obtida 
por reação semelhante com solução comercial de GSH [20].

Análise estatística
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. Os resultados fo-

ram analisados no software SPSS 20.0. Para verificar a igualdade das variâncias e a 
distribuição dos dados, foram aplicados os testes de Levene e Shapiro-Wilk, respecti-
vamente. Os dados foram comparados pela análise de variância (ANOVA) two-way e 
post hoc de Tukey. Foi adotado nível de significância de 95% (p < 0,05).

Resultados

O tecido cardíaco do grupo VEH apresentou menor concentração de tióis não 
protéicos no tempo 0 h em comparação com 4h. Da mesma forma, o coração dos ani-
mais suplementados apresentou maior concentração de tióis não protéicos em 4h 
em relação ao tempo 0h. O grupo SUP apresentou maior concentração de tióis não 
proteicos do que o VEH em ambos os períodos experimentais (0h e 4h) (Figura 1A).

O tecido cardíaco do grupo SUP apresentou maior concentração de TBARS em 
comparação ao grupo VEH no tempo 0h. No entanto, a concentração de TBARS não 
foi diferente entre os grupos no tempo de 4h. A concentração de TBARS no tecido 
cardíaco de ambos os grupos não se alterou ao longo do tempo experimental (0h a 
4h) (Figura 1B).

Nos tempos 0h e 4h, o tecido cardíaco do grupo SUP apresentou menor con-
centração de proteínas carboniladas do que o grupo VEH. Tanto o grupo SUP quanto 
o grupo VEH não apresentaram diferença entre os períodos experimentais (Figura 
1C).

A = Tióis não proteicos; B = Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico TBARS; C = Proteínas carbo-
niladas. As colunas brancas representam o grupo VEH. As colunas cinzas representam o grupo SUP. 
O conector pontilhado indica uma variação intergrupo estatisticamente significativa (p < 0,05) no 
mesmo tempo (SUP vs. VEH). O conector completo indica uma variação intragrupo estatisticamente 
significativa (p < 0,05) em momentos diferentes (0h vs. 4h)
Figura 1 - Marcadores de estresse oxidativo no tecido cardíaco

No fígado, a concentração de tióis não proteicos no tempo 0h foi maior do que 
no tempo 4h em ambos os grupos SUP e VEH. Não houve diferença entre os grupos 
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nos dois tempos experimentais (0h e 4h) (Figura 2A).
Nos animais suplementados, a concentração de TBARS no tecido hepático 

apresentou redução significativa 4 horas após o exercício exaustivo. A concentração 
de TBARS hepática do grupo VEH não diferiu ao longo do tempo experimental. Ime-
diatamente após sessão de exercício exaustivo (0h), a concentração de TBARS mos-
trou-se maior no grupo SUP do que no grupo VEH. Porém, não houve diferença entre 
os grupos 4 horas após o exercício exaustivo (Figura 2B).

A concentração de proteínas carboniladas do grupo SUP foi superior ao VEH 
em ambos os tempos experimentais (0h e 4h). O fígado dos animais não suplemen-
tados apresentou maior concentração de proteínas carboniladas no tempo 4h em re-
lação ao 0h. Não foi encontrada diferença no dano oxidativo às proteínas entre os 
tempos 0h e 4h (Figura 2C).

 

A = Tióis não proteicos; B = Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico TBARS; C = Proteínas carbo-
niladas. As colunas brancas representam o grupo VEH. As colunas cinzas representam o grupo SUP. 
O conector pontilhado indica uma variação intergrupo estatisticamente significativa (p < 0,05) no 
mesmo tempo (SUP vs. VEH). O conector completo indica uma variação intragrupo estatisticamente 
significativa (p < 0,05) em momentos diferentes (0h vs. 4h)
Figura 2 - Marcadores de estresse oxidativo no tecido hepático

Discussão

O presente estudo teve como objetivo avaliar como a suplementação de áci-
do α-lipóico afeta o estresse oxidativo induzido por exercício exaustivo no coração e 
fígado de animais treinados em endurance. Foram encontradas alterações positivas 
nos marcadores de estresse oxidativo no tecido cardíaco dos animais suplementados, 
principalmente quatro horas após o exercício exaustivo. No entanto, a suplementa-
ção com ácido α-lipóico parece estar relacionada ao aumento do dano oxidativo no 
fígado.

As EROs desempenham um papel essencial na sinalização e função celular 
[21]. O aumento da concentração de EROs no miocárdio afeta sua estrutura e fun-
ções, como estimulação da hipertrofia cardíaca e apoptose dos cardiomiócitos, con-
tribuindo assim para a remodelação cardíaca [22]. Visto que a melhoria da eficiência 
cardíaca é uma das adaptações mais importantes ao exercício, a presença de níveis 
moderados de EROs parece ser necessária. No entanto, o ataque excessivo das EROs às 
macromoléculas pode ser prejudicial à função celular e pode levá-las à apoptose [23]. 
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Assim, o equilíbrio entre a capacidade antioxidante e a atividade pró-oxidante deve 
ser considerado para a manutenção da saúde cardíaca e do desempenho esportivo de 
indivíduos engajados em programas de treinamento físico.

Durante um esforço exaustivo, o trabalho cardíaco é altamente solicitado. A 
demanda energética do miocárdio é suprida principalmente pelo metabolismo aeró-
bio [24]. Assim, o tecido cardíaco é submetido a intenso ataque de espécies reativas, 
uma vez que o metabolismo mitocondrial é a principal fonte de EROs. No entanto, 
estudos não demonstraram aumento no dano oxidativo no coração de animais trei-
nados em endurance [25,26]. O presente estudo também não encontrou aumento nos 
marcadores de dano oxidativo no tecido cardíaco quatro horas após a exaustão em 
relação aos resultados obtidos imediatamente após o esforço exaustivo.

O ácido α-lipóico poderia ter mitigado os efeitos prejudiciais do dano oxida-
tivo induzido pela exaustão nas proteínas do coração. O tecido cardíaco dos animais 
suplementados apresentou menor concentração de proteína carbonilada, o que indi-
ca menor dano oxidativo às proteínas. Isso pode estar relacionado à maior concentra-
ção de antioxidantes no animal suplementado. No entanto, resultados semelhantes 
não puderam ser observados no marcador de peroxidação lipídica do tecido cardía-
co. Apesar da concentração de TBARS nos animais suplementados ser ligeiramente 
maior do que nos animais não suplementados imediatamente após o esforço, os valo-
res não foram diferentes quatro horas depois. É possível que o exercício exaustivo de 
natação não foi um estímulo suficiente para induzir a peroxidação lipídica no tecido 
cardíaco dos camundongos treinados. Concordando, foi demonstrado que o exercício 
exaustivo de endurance é capaz de alterar alguns marcadores de estresse oxidativo no 
tecido cardíaco de ratos treinados para endurance, mas não o marcador de peroxida-
ção lipídica [27].

Os tióis não proteicos, que são moléculas antioxidantes, apresentaram-se em 
níveis mais elevados no miocárdio dos animais suplementados em ambos os tempos 
experimentais (0h e 4h). O ácido α-lipóico tem conhecido efeito potencial para recu-
perar e/ou melhorar outras moléculas e mecanismos antioxidantes, que podem estar 
relacionados à alta concentração de antioxidantes, principalmente GSH [12], a prin-
cipal representante dos tióis não proteicos [28].

Embora os músculos esqueléticos e o miocárdio sejam amplamente utilizados 
durante um esforço extenuante e prolongado, o trabalho do fígado também tem um 
aumento significativo nesta situação [6]. Alguns trabalhos têm mostrado aumentos 
nos marcadores de dano oxidativo no tecido hepático após exercícios exaustivos de 
endurance [6,29]. Vários estudos mostraram os efeitos antioxidantes do ácido α-lipói-
co no fígado [30-32]. Um estudo experimental descobriu que a administração de áci-
do α-lipóico foi eficaz na redução da peroxidação lipídica e na preservação da ativida-
de da glutationa peroxidase e da concentração de GSH no fígado de ratos submetidos 
a doses tóxicas de paracetamol [31]. Em ratos não treinados, foi demonstrado que a 
suplementação com ácido α-lipóico é capaz de proteger as células do fígado contra o 
dano oxidativo dos lipídios promovido por exercícios extenuantes [30].
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No presente estudo, foi observada redução expressiva na concentração hepá-
tica de antioxidantes quatro horas após o exercício exaustivo em ambos os grupos. 
Curiosamente, a concentração de antioxidantes em 0h e 4h não foi diferente entre 
os grupos. Esses dados indicam que apesar do ácido α-lipóico desempenhar um pa-
pel importante na reciclagem de antioxidantes [12], ele não é capaz de aumentar 
a concentração de tióis não proteicos imediatamente após uma exaustiva sessão de 
endurance no tecido hepático de camundongos treinados. Além disso, o protocolo de 
suplementação não foi capaz de manter a concentração de antioxidantes ao longo 
das quatro horas após a exaustão.

É importante destacar que a concentração de tióis não proteicos sofreu re-
dução significativa quatro horas após o esforço exaustivo, em ambos os grupos ex-
perimentais. Isso indica que as mudanças nos marcadores de estresse oxidativo con-
tinuam a mudar por algumas horas após o esforço exaustivo. Vários estudos [33-35] 
mostraram que o estresse oxidativo induzido pelo exercício pode ser observado por 
um longo tempo após o exercício. Em humanos, foi demonstrado que a capacidade 
antioxidante foi menor 24 horas após do que imediatamente após uma sessão de exer-
cícios extenuantes [33].

Houve um aumento modesto no dano oxidativo às proteínas do fígado do 
grupo VEH. No entanto, a concentração de proteínas carboniladas manteve-se maior 
nos grupos SUP em ambos os períodos experimentais. Isso pode estar relacionado ao 
mecanismo antioxidante do ácido α-lipóico. O ácido lipóico e o ácido diidrolipóico 
(DHLA) (produzidos a partir do ácido α-lipóico) são reativos aos tióis das proteínas 
[12]. Além disso, o DHLA é capaz de acelerar a geração de radical hidroxila dependen-
te de ferro e a peroxidação lipídica [13]. Possivelmente, o mesmo resultado não foi 
observado no coração porque a concentração de ferro no tecido hepático é expressi-
vamente maior do que no miocárdio [36]. Além disso, as células do fígado têm alta 
capacidade de captação e acúmulo de metabólitos do ácido α-lipóico, como DHLA e 
lipoato [37].

Imediatamente após o exercício, o fígado dos animais não suplementados 
sofreu menos peroxidação lipídica. A concentração de TBARS no fígado apresentou 
uma redução modesta 4 horas após o esforço apenas nos animais suplementados, 
mas a concentração de TBARS não foi diferente dos animais não suplementados. As-
sim, o ácido α-lipóico parece não afetar o estresse oxidativo induzido pelo exercício 
exaustivo no tecido hepático de camundongos treinados. O nível de treinamento dos 
camundongos pode estar relacionado à ineficiência do protocolo de suplementação 
proposto neste estudo. Navarro et al. [38] mostraram que o treinamento físico mode-
rado, por si só, diminui o estresse oxidativo no fígado de camundongos de meia-ida-
de. Outro estudo [39] apontou que o treinamento de endurance promove adaptações 
hepáticas que podem atenuar o estresse oxidativo induzido por exercício exaustivo, 
tornando a suplementação antioxidante uma estratégia desnecessária contra o es-
tresse oxidativo no fígado.
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Conclusão

A suplementação com ácido α-lipóico é eficaz para aumentar a capacidade 
antioxidante e reduzir o dano oxidativo no tecido cardíaco de camundongos treina-
dos após um esforço exaustivo. No entanto, o ácido α-lipóico não consegue manter 
os níveis de antioxidantes no tecido hepático e está relacionado a um aumento do 
dano oxidativo. Assim, a suplementação com ácido α-lipóico é uma estratégia eficaz 
para evitar o estresse oxidativo induzido pela exaustão no coração de camundongos 
treinados, mas não no tecido hepático.
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