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ABSTRACT

The fatigue process during prolonged exercise can involve mechanisms related to
muscle (peripheral fatigue) and/or central nervous system (central fatigue). The
development of dietary manipulation, such as branched chain amino acids (BCAA)
supplementation, may represent an alternative to delay such mechanisms and to
improve the performance during exercise.

Objective: The present work aims to evaluate the effect of diets supplemented with
two different concentrations of BCAA on the fatigue mechanisms of rats subjected to
swimming in a chronic study.

Methods: Male Wistar rats (240g initial weight) were divided in six groups of six
animals. In the day of the sacrifice, half of the groups (3 groups of 6 rats) exercised
for 1 hour and the other groups exercised until exhaustion. The rats were subjected
to 3 different diets: control diet (CD) elaborated in accordance to the American
Institute of Nutrition (AIN-93M) recommendaticns, diet supplemented with 50%
BCAA (DS1) and diet supplemented with 100% more BCAA than the AIN-93M
recommendations. (DS2). Swimming training was made for 6 weeks: 1 hour a day, 5
days a week, with overload close to the anaerobic threshold attached to the tail
(about 6% of the body weight). On the last day of the protocol half of each group
was killed after 1h swimming or after the exhaustion test.

Results: There was no significant statistical difference (p=0.273) among the groups
concerning the swimming time to reach exhaustion. However, the groups subjected
to the exhaustion test, when compared to the 1h swimming groups, presented lower
concentrations of blood glucose (p<0.001), muscle glycogen (p<0.001), hepatic
glycogen (p<0.001) and higher concentrations of blood ammonia (p<0.001), serum
cortisol (p<0.001) and blood lactate (p<0.001). In relation to the effects of the
supplementation, preservation of the muscle (p<0.001) and hepatic (p<0.001)
glycogen was observed on the 1h swimming groups. In these groups, the blood
ammonia concentration was higher in the DS2 groups when compared to the DC e
DS1 groups (p<0.001).

Conclusion: The BCAA supplementation showed no positive influence over

performance in this exercise intensity despite the hepatic glycogen preservation.
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1. Introdugdo 2

dieta, aminoacidos neutros e sintese de 5-hidroxi triptamina (5-HT) cerebral.

As principais estratégias nutricionais para a melhora do rendimento,
desde que a hipotese de VON LIEBIG (1842) foi descartada, tem como
substrato principal os carboidratos, pois a fadiga decorrente de exercicios
prolongados € atribuida em grande parte a metabdlitos que prejudicam os
mecanismos contrateis do musculo esquelético, em decorréncia da falta de
substrato para a geragdo de energia. No entanto, NEWSHOME (1987) postulou
que a fadiga durante os exercicios prolongados poderia ser influenciada pela
atividade serotoninérgica cerebral, e que a suplementagcdo com alguns
aminoacidos especificos, como 0s de cadeia ramificada, poderia retardar esses

mecanismos de fadiga.

Os efeitos da suplementagdo com aminoacidos de cadeia ramificada
(ACR) em relagdo ao desempenho em exercicios prolongados ainda sédo
controversos, visto que na literatura ainda sao encontrados estudos
demonstrando efeitos benéficos ou nenhum efeito ergogénico. Essas
discrepancias podem ser atribuidas a existéncia de diferengas entre os
protocolos experimentais, tais como modelo animal ou humano, quantidade de

aminodcido, tempo e via de administragdo, tipo e duragdo do exercicio.

ARAUJO Jr, J.A.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de dietas suplementadas com 50 % e 100 % de ACR
sobre alguns parametros de fadiga em ratos submetidos ao teste de tolerancia

ao esforgo (protocolo de exaustéo).

2.2 Objetivo especifico

Verificar a influéncia das suplementagbes com ACR, administradas
cronicamente por meio da dieta, em parametros bioquimicos, plasmaticos e
teciduais em ratos submetidos ao teste de tolerancia ao esforgo em natagdo

apés treinamento periodizado.

ARAUJO Jr, J.A.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Fatores metabdlicos da fadiga

A musculatura dos mamiferos é capaz de gerar enorme forca e
capacidade de rendimento quando ativada adequadamente (ARMSTRONG et al,
1991). No entanto, repetidos movimentos mecanicos, mesmo que adequados, sdo
associados com a faléncia muscular, caracterizada por uma progressiva e
precoce diminuigdo do rendimento. De forma simplificada, essa diminui¢do no
rendimento € conhecida como fadiga, que pode ser inicialmente definida como:
o conjunto de manifestagdes produzidas por trabalho ou exercicio prolongado,
que tém como conseqiiéncia a diminuigdo da capacidade funcional de manter
ou continuar o rendimento esperado. Fisiologicamente, o termo fadiga vem
sendo definido como “incapacidade de manter a poder de rendimento”, tanto
em exercicios de resisténcia como em condigdes de treinamento excessivo
(PARRY-BILLINGS ef al., 1990; DAVIS, 1995a; LEHMAN et al., 1998; JAKEMAN,
1998; ROSSI e TIRAPEGUI, 1999). Portanto, a fadiga indica que a intensidade de
treinamento que foi previamente tolerada deve ser reduzida. Outra importante
definicdo é a exaustado, que resulta do estado de fadiga, e que leva a interrupgéo do
exercicio antes do periodo planejado e tolerado (LEHMAN et a/.,1993).

A etiologia da fadiga tem despertado grande interesse, devido ao seu
carater multifatorial, e pode ser dividida em dois componentes: fadiga periférica
e fadiga central. Esta divisdo leva em consideragdo fatores metabdlicos
interativos, que afetam os miusculos (fadiga periférica) e o cérebro (fadiga
central), em atletas e outros individuos durante a realizagdo de trabalho fisico
intenso (LEHMAN et al., 1993). PARRY-BILLINGS et al. (1990) e NEWSHOLME et
al. (1994) descrevem pelo menos cinco causas bioquimicas responsaveis pelo
aparecimento da fadiga durante o exercicio:

(1) Deplegao de fosfocreatina no musculo;

(2) Acumulo de prétons no musculo (acidose);

(3) Deplegéo de glicogénio muscular,;

(4) Diminuigdo da concentragdo da glicose sanglinea;

(5) Aumento da proporgéao triptofano/AACR no sangue.

ARAUJO Jr, J.A.



3. Revisdo da Literatura 5

As causas metabdlicas relacionadas a fadiga periférica sdo as causas 1,
2 e 3 e as relacionadas com a fadiga central sdo as 4 e 5, descritas acima.

Os mecanismos da fadiga periférica encontram melhor embasamento
cientifico, primariamente, nos fatores que resultam em desordens no processo
de contragdo localizados no proprio musculo, como impedimentos na
transmissdo neuromuscular no reticulo sarcoplasmatico, entre outros (ALLEN
et al., 1992; APPELL et al.,, 1992; GANDEVIA, 1992; McLESTER Jr., 1997).
Para a fadiga central, muitas vezes referida como “fatores psicologicos” (DAVIS
e BAILEY, 1997, PENSGAARD e URSIN, 1998) possiveis de afetar
negativamente o desempenho, algumas hipoteses sédo sugeridas para seu
desenvolvimento. Essas se baseiam na incapacidade de alguns trabalhos
experimentais em explicar a disfungdo muscular, mesmo apds oferta de
combustivel para a utlizagdo das reservas energéticas (COSTILL e
HARGREAVES, 1992; COYLE, 1992; HARGREAVES, 1996). Também se
baseiam nas situagées de fadiga seguidas de infecgdes, nas recuperagdes pos-
cirurgicas ou de injurias (YAMAMOTO et al., 1997), nas diversas desordens mentais
e na sindrome da fadiga cronica (SFC), que ndo possui relagdo com a fadiga
periférica muscular e, provavelmente, reside em um componente do sistema
nervoso central (SNC). Reforgando esta ultima visdo, é interessante observar
que no caso da SFC, onde ha uma fadiga debilitante como principal sintoma,
alguns individuos mostram pequenas alteragdes na habilidade para exercer forga
quando altamente motivados (DAVIS e BAILEY, 1997).

3.2 Hipétese da fadiga periférica

Como anteriormente definido, a distingdo entre fadiga central e periférica
consiste na diminuigdo do rendimento esportivo, que reside respectivamente no
SNC e na musculatura esquelética. A contragdo muscular € um processo que
pode ser abordado de diversas maneiras, como, por exemplo: modo de
estimulagdo (voluntaria - elétrica), tipo de contragdo (isométrica - isotdnica;
intermitente - sustentada), frequéncia, intensidade, duragio, tipo de musculo,
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caracteristicas das fibras musculares (SAHLIN, 1992). Considerando essas
caracteristicas, cabe destacar a dificuldade de se delinear os mecanismos
relacionados a etiologia da fadiga periférica como, também, a de padronizar as
comparagdes dos protocolos, e das condigbes experimentais utilizadas nas
investigagées. Uma hipétese aceita para explicar a fadiga periférica envolve a
insuficiéncia de energia para o trabalho muscular, conhecida também como
“hipétese da deplegao de glicogénio”.

A energia, proveniente da alimentagédo, é armazenada nas moléculas de
adenosina trifosfato (ATP), esta representa o reservatoério de energia potencial,
que pode ser usada nos diversos trabalhos biolégicos do organismo que
necessitemn energia, entre os quais: contragdo muscular; sintese de
macromoléculas ou transporte de compostos através da célula (Mc ARDLE,
1992).

No trabalho mecanico de contragdo muscular, a quebra de ATP em
adenosina difosfato (ADP) e sua refosforilagdo a ATP constitui o chamado ciclo
ATP-ADP. A formagao de ATP ocorre principalmente por meio de processos
aerobicos (oxidativos), mas também durante exercicios de alta intensidade ou
quando ha deficiéncia de O, por processos anaerdbicos, com consequente
formagdo de lactato e degradagdo de fosfocreatina (McCARDLE, 1992). Na
proporgdo de restauragdo ADP/ATP para cada 2 ADPs se forma 1 ATP e 1
adenosina monofosfato (AMP); quando ndaoc ha uma taxa adequada de
refosforilagdo de ADP para ATP, ocorre aumento da concentragdo de ADP e
AMP. O AMP é metabolisado a inosina monofosfato (IMP) e eventualmente
convertido em &cido Urico. Durante o exercicio intenso, o musculo esquelético
ativo se torna a principal fonte de amdnia pela deaminagéo de AMP a IMP, em
um processo ciclico denominado Ciclo Nucleotidio Purina, que também ¢ ativo
no cérebro. Contudo, a amédnia produzida durante o exercicio que €
influenciada pela composi¢do da fibra muscular, pela intensidade e pela
duragéo do exercicio, é liberada para circulagéio sangiiinea. No figado, grande
parte é detoxificada no ciclo da uréia, entretanto, devido a redugéo do fluxo
sanglineo hepatico no exercicio (FELIG e WAHREN, 1971; OKAMURA et al.,
1987), a formag&o de amdnia pode ser superior a capacidade de detoxificagao
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O exercicio prolongado pode, por sua vez, acarretar em baixa
concentragdo intramuscular de glicogénio, que também esta associado com o
aumento da deaminagio de AMP, reagdo catalisada pela enzima AMP
deaminase, que ocasiona aumento da concentragio de IMP e aménia. Esse
mecanismo tem relagdo com o aumento da concentragio de lactato e também
com a diminuigéo da concentragdo de fosfocreatina (PCr) muscular, (SAHLIN,
1992; BIANCHI| et al, 1997), dois importantes metabélitos que podem
ocasionar a fadiga periférica.

3.3 Hipotese da fadiga central

Na chamada “hipétese da fadiga central”, destaca-se o papel dos
aminoacidos que sdo precursores de certos neurotransmissores cerebrais
(CHAOULOFF, 1997; DISHMAN, 1997). Supde-se que, sob condigdes de
exercicio intenso e prolongado, estas aminas ou neurotransmissores
influenciariam nos sistemas monoaminérgicos e no desenvolvimento da fadiga.
(BAILEY et al., 1992; DAVIS e BAILEY, 1997).

As aminas biogénicas sdo compostos que possuem grupos funcionais
amina, regulando o metabolismo dos mamiferos e sdo formados, na sua
maioria, a partir da descaboxitagdo dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano), histidina e seus derivados (LEHNINGER, 1989). Deste
modo, tem-se a 5-HT, derivada do triptofano; a histamina, derivada da histidina,
e as catecolaminas dopamina, norepinefrina e epinefrina, derivadas da tirosina.
A dopamina foi o primeiro neurotransmissor a ser estudado em relagédo a fadiga
central. Sua relagédo com o controle da fungdo motora levou alguns esportistas
a ingerirem drogas (anfetaminas) que aumentariam a fungdo dopaminérgica do
cérebro, para melhorar seu desempenho (BHAGAT e WHEELER, 1973;
CLARKSON e THOMPSON, 1997). A partir da agdo destes compostos, os
neurdbnios monoaminérgicos regulam uma ampla extensdo de fungdes do

sistema nervoso central (tabela 1).

ARAUJO Jr, JA.



3.Revisio da Literatura 9

Tabela 1. Atuagdo dos neurénios monoaminérgicos no SNC

Neurdnio Fungéo

Noradrenérgicos  cardiovascular, sono e respostas analgésicas
Dopaminérgicos Motora

Serotoninérgicos dor, ansiedade, fadiga e sono

A fungcdo da 5-HT €& de grande interesse na investigagdo do
desenvolvimento da fadiga central, atuando no comportamento, na letargia, no
humor, no sono, na supressdo do apetite e nas alteragées na percepgdo do
esforgo (TRUSWEEL, 1988; WELLMAN, 1992; BLUNDELL, 1992; WELTZIN et
al., 1994; LYONS e CUNLIFFE, OBEID e POWELL-TUCK, 1998).
NEWSHOLME, ACWORTH e BLOMSTRAND (1987) foram os primeiros
autores a postular a hipdtese de que o neurotransmissor 5-HT seria um potente
mediador da fadiga central. Outros estudos também consideram que o
aumento da concentragdo de 5-HT no cérebro, durante o exercicio prolongado,
estad diretamente relacionado ao prejuizo na fungdo do SNC, associado ao
desenvolvimento da fadiga e conseqiente diminuigdo do rendimento
(CHAOQOULOFF et al., 1985; CHAOULOFF, LAUDE e ELGHOZY, 1989;
CHAOULOFF, 1989; BAILEY, DAVIS e AHLBORN, 1992; DAVIS, 1995b,
NEWSHOLME e BLOMSTRAND, 1996).

Uma das explicagdes da hipotese da fadiga central se relaciona a forma
livre do triptofano (TRP.), o qual atua como precursor da 5-HT no cérebro.
Durante o exercicio prolongado ocorre a diminuigdo das concentragdes de
glicogénio muscular, sendo assim, os ACR s&o captados pelo musculo
esquelético e oxidados para fins energéticos (DOHM et al, 1981;
WAGENMAKERS et al., 1991). Desse modo, haveria uma diminuigdo dos
mesmos no plasma (PARRY-BILLINGS et al., 1990). O triptofano (TRP) € o
Gnico aminoacido que circula ligado & albumina na corrente sangtinea (90%)
(CHAOLOUFF, 1989; BAILEY DAVIS e AHLBORN, 1993; FERNSTRON,
1994), embora uma pequena proporgdo (10%) circule na forma livre (TRP.)
(SOARES, SALTER, KNOWLES e POGSON, 1989; NAFFAH-
MAZZACORATT| e CAVALHEIRO, 1994; JAKEMAN, 1998). Outro fator
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3.4 Metabolismo protéico no exercicio

O consenso de muitos estudos demonstra que a sintese protéica &
diminuida durante o exercicio, sendo a magnitude deste efeito proporcional a
duragéo e intensidade da atividade.

O exercicio fisico promove alteragao do furnover protéico em humanos
pelo aumento do catabolismo e diminuigdo da sintese protéica (DOHM et al.,
1985). Alguns autores verificaram que a sintese protéica hepatica foi diminuida
em 20 % apds uma hora de corrida, e 0 mesmo exercicio praticado até a
exaustéo resultou em diminuigdo de 65 % da sintese protéica hepatica. Em
relagao a sintese protéica muscular, observa-se que exercicios intensos e
prolongados acarretam em diminuigdo de 35-55 % sobre a mesma (DOHM et
al.,1987; HARGREAVES et al., 1995; BROOKS et al., 1997).

Estudos recentes relacionados ao turnover protéico tém dado mais
énfase aos principais reguladores da sintese e degradacio protéica, nas quais
a sintese protéica € aumentada em resposta a insulina, ao horménio do
crescimento, a leucina e a outros aminoacidos, mas é diminuida em resposta
ao exercicio fisico, a reduzida ingestao de proteinas na dieta e a diminuigdo do
estado energético intracelular. Por outro lado, a degradagdo protéica é
aumentada em resposta ao jejum, ao exercicio e pela agdo dos
glicocorticéides, e diminuida pela infusdo de leucina e triacilgliceris de cadeia
média e pela ingestdo de proteinas. Existem diferentes reguladores em
potencial da sintese e degradagéo protéicas, sendo o saldo final das mudangas
ocorridas sobre o turnover protéico dependente da somatéria desses fatores.
Entretanto, durante o exercicio prolongado, ocorre um aumento da
concentragéo plasmatica de glucagon e glicocorticoides, que poderia promover
diminuicdo da sintese de proteinas € o aumento da degradagdo protéica.
Desse modo, a sinalizagdo enddcrina, considerada o mais potente dos
reguladores do turnover protéico, refor¢a a ocorréncia de degradagao protéica
durante o exercicio (HARGREAVES, 1995).

Apbs o exercicio moderado, de um modo geral, a sintese é maior do que

a degradagao protéica (BOOTH et al., 1982), portanto ha balango nitrogenado
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positivo e diminuigéo da taxa de degradagéo de proteinas miofibrilares (SEENE
et al., 1986), em contraste com a aparente degradagdo giobal observada
previamente (PASQUALE, 1997).

3.5 Metabolismo dos aminoacido no exercicio

A degradagéo da glicose até piruvato (glicdlise) fornece a energia para
ressintese de ATP. O ATP gerado deste modo possibilita o transporte do
piruvato para a mitocondria e sua utilizagdo no ciclo de Krebs. Na mitocdndria
ocorre a sintese de acetil-CoA, pela enzima piruvato desidrogenase, a qual se
condensa com © oxaloacetato e forma ¢ citrato; nesse momento inicia-se o
primeiro passo no ciclo de Krebs. O piruvato também pode formar oxaloacetato pela
acao da enzima piruvato carboxilase, de acordo com a demanda de acetil-CoA
provinda de Acidos graxos livres (LANCHA Jr. et al., 1995). A continua demanda de
citrato pode vir a inibir a enzima fosfofrutoquinase (PFK) da via glicolitica. Como
resultado, ha uma diminuigio da produgdo de energia desta via.

Prosseguindo a atividade até a exaustio e sem suplementagdo, ha uma
deplegdo de glicogénio muscular que faz com que cada vez mais se utilizem as
outras fontes de energia. No caso particular dos aminoacidos, estes podem
responder de 5 a 15 % da energia em exercicio prolongado (GOODMAN e
RUDERMAN, 1982; DOHM et al, 1985, BROOKS, 1987). Em relagdo ao
metabolismo protéico durante a atividade fisica, ha alteragdo da concentragao
do poo! muscular de dois aminoacidos: a alanina e o glutamato. O glutamato
apresenta uma diminuigdo intramuscular inicial em torno de 50-70 %, e esta
baixa concentra¢do se mantém ao longo da atividade até a exaustao. A alanina
apresenta iniciaimente um aumento da sua concentragdo e liberagio pelo
muascuio (30 primeiros minutos do exercicio) (BROOKS, 1987), mas
gradualmente retorna aos valores de repouso, para diminuir somente no
momento de exaustdo. Neste ponto também se observa uma deplegdo dos
estoques de glicogénio muscular.
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Essas alteragbes nas concentragdes dos aminoacidos se relacionam
diretamente com a maior oxidagdo aerdbica dos substratos, produzindo um
aumento de até 80 vezes na atividade do ciclo de Krebs. Assim, no inicio do
exercicio (10 primeiros minutos) haveria a necessidade de aumento dos
intermediarios do ciclo de Krebs (anaplerose) (BROOKS, 1987) para produgio
de energia (ATP). O aumento na concentragdo de alanina citado anteriormente
sugere esse aumento da anaplerose, por meio da reagdo catalisada pela
enzima alanina aminotransferase (figura 3).

GLICOGENIO MUSCULAR

+ <4——EXERCICIO

AAT )

+ PIRUVATO <+ Glutamato

—>

Alanina ¥ a-cetoglutarato

Acetil- CoA

Atividade
T do Giclo

de Krebs

Acidos \ a-cetoglutarato

Graxos

Modificade de WAGENMAKERS, 1998.

Figura 3. Reagio da alanina aminotransferase (ATT).
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De acordo com a duragdo e intensidade do exercicio, ha ativagao de
sistemas energeticos e metabdlicos especificos. Em intensidades entre 60 a
90 % do VOamax. a fadiga se relaciona principalmente a fatores musculares
(fadiga periférica), como deplegdo dos estoques de glicogénio, onde a
resisténcia ao exercicio esta diretamente relacionada aos estoques de
glicogénio pré-atividade e a taxa de utilizagdo da glicose/glicogénio
(WAGENMAKERS ef al., 1991). Em intensidades mais altas e de curta duragdo
(90 % VO:2ma), a energia & requisitada via processos predominantemente
anaerabicos, caracterizando a fadiga por deplegdo de fosfatos de alta energia
no musculo e acimulo de metabdlitos, como lactato, ions H®, fosfatos
inorganicos e ADP, com preservagdo do glicogénio muscular (McLESTER Jr,
1997).

Como dito anteriormente, com o prosseguimento do exercicio e
conseqlente deplegdo nos estoques de glicogénio muscular, a enzima
transaminase de aminoacido de cadeia ramificada (TACR) torna-se mais ativa,
favorecendo desta maneira a maior atividade do complexc enzimatico
desidrogenase de a-cetoacido de cadeia ramificada (DCACR), o quai favorece
a oxidagdo dos ACR, diminuindo a entrada de intermediarios para o ciclo de
Krebs (WAGENMAKERS et al, 1991; SHIMOMURA et al, 2000). Com o
aumento da oxidagéo dos ACR tem-se o caso, principaimente, da leucina, que
e oxidada para a formagdo de 3 moleculas Acetil-CoA com o consumo de a-
cetoglutarato, ocorrendo uma diminuigdo de intermediarios do ciclo de Krebs
(cataplerose). Entretanto, o mesmo ndo ocorre com a isoleucina e a valina,
este escape de intermediarios do ciclo poderia em parte ser compensado pela
. regeneragdo do a-cetoglutarato (anaplerose do ciclo de Krebs). Mas essa
reagdo é prejudicada frente a uma deplegdo de glicogénio ja instaurada na
musculatura. Assim, tém-se taxas inadequadas de fornecimento de energia e
aumento de mediadores celulares da fadiga como, por exemplo, ions H',
amadnia, entre outros (SAHLIN, 1992).

O mecanismo de fadiga e mais complexo durante exercicio moderado-
intenso e de longa duragéo, portanto fatores periféricos (musculares) e centrais
(cerebrais) sdo dificeis de serem distintos. Apds exercicio de longa duragao,
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sem suplementagdo de carboidratos, a glicose sangiliinea diminui devido a
deplegao de glicogénio muscular e, principalmente, hepatico (SAHLIN, 1992). A
hipoglicemia diminui o fornecimento de substrato energético para o cérebro
(glicose), o que prejudica varias fungcées do SNC, tornando-se um fator
agravante de fadiga. A amdnia, uma potente neurotoxina que também esta
relacionada com prejuizo das fungdes cerebrais, aumenta no plasma, nos
tecidos e no cérebro tanto em exercicios de alta intensidade como de longa
duragdo (SAHLIN e BROBERG, 1990). Nao obstante, destaca-se a hipétese de
que o aumento da razdo TRP_ / ACR, que pode ocorrer no exercicio
prolongado devido a oxidagdo dos ACR, altere a oferta de triptofano ao cérebro
e a sintese de 5-HT, o que influenciaria o estado de humor durante exercicios
exaustivos de longa duragao.

3.6 Suplementagdo com ACR e rendimento

Durante a atividade fisica trés possiveis fontes de aminoacidos devem
ser consideradas: a proteina oriunda da dieta, o poo/ de aminoacidos livres no
plasma e a proteina tecidual. Das trés fontes citadas, a mais provavel de ser
utilizada como fonte energética é a proteina tecidual que fornece aminoacidos
para a oxidagdo e conversdo para glicose (DOHM, 1986). A oxidagdo protéica
pode contribuir com até 15 % do total energético durante exercicios
prolongados. Desta forma, a suplementagdo com ACR poderia, alem de
retardar a fadiga, minimizar a utilizagéo das proteinas teciduais como fontes de
energia.

No entanto, os efeitos da suplementagdo com ACR em relagdo ao
desempenho durante exercicios fisicos prolongados & controverso, visto que
muitos pesquisadores tém reportado alguns beneficios, enquanto outros nao
tém observado efeito.

BLOMSTRAND, PERRET e PARRY-BILLINGS (1989) analisaram o
efeito do exercicio prolongado nas concentragdes plasmaticas de aminoacidos

e na concentragio de 5-HT em diferentes regibes cerebrais de ratos (cortex,
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cerebelo, hipocampo, estriato, tronco cerebral e hipotalamo). Os animais foram
distribuidos em grupos sedentarios e treinados, sendo que estes treinaram em
esteira por 11 semanas e foram sacrificados na condigdo de repouso e apés
exaustdo. A corrida até exaustdo causou aumento das concentragdes
plasmaticas de ACR, acidos graxos livres e TRP,, além de aumento da
concentragdo de triptofano em todas as regides cerebrais analisadas. O
exercicio também causou aumento das concentragoes de 5-HT e dopamina no
mesencéfalo e hipotalamo, sendo que nas outras regides analisadas ndo houve
diferengas significantes entre a condigdo de exercicio e de repouso para esses
parametros. Segundo os autores, as concentragdes de 5-HT e dopamina
aumentaram nas regides do hipotalamo e do tronco cerebral apds exercicio, o
que pode evidenciar que estas areas do cérebro exer¢gam fungdes relevantes
nos efeitos centrais do exercicio, incluindo a fadiga fisica e mental, e aspectos
comportamentais.

GALIANO et al. (1991) avaliaram os efeitos da adigdao de ACR em
bebida esportiva durante exercicio prolongado 70 % do VO3z max, em oito
ciclistas do sexo masculino. Os testes foram realizados em duas ocasibes, com
intervalo de 1 semana, sendo que em cada teste os individuos ingeriram 5 ml/kg,
a cada 30 min, da bebida com carboidrato a 6 % (C6) ou suplementada com
ACR (C6+ACR), sendo 395 mg/L de leucina, 140 mg/L de isoleucina, e 200 mg/L
de valina. As amostras sangliineas foram coletadas no repouso e durante o
exercicio, a cada 30 minutos. Os tempos de exercicio até exaustdo nao foram
diferentes entre os tratamentos (C6: 22011 min; C6+ACR: 235+10 min). As
concentragdes plasmaticas de ACR foram mantidas durante o exercicio no
grupo C6 + ACR, e reduziram levemente ao final do exercicio no grupo C6. Em
ambos os tratamentos, a concentragdo de triptofano plasmatico ndo apresentou
alteragdes, aumentando somente na exaustdo, e uma resposta similar foi
encontrada para cortisol, epinefrina e norepinefrina. Foi concluido que a adigdo
de ACR em bebidas esportivas & capaz de manter as concentragdes
plasmaticas de ACR, entretanto ndo promove efeito nas respostas fisiologicas

e enddcrinas, ou no rendimento durante ciclismo prolongado.
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seio retro-orbital. Os tempos até exaustdo foram: grupo controle: 191 + 9 min;
grupo glicose: 208 £ 11 min; grupo ACR: 179 + 10 min, com diferenga
significante entre o grupo glicose e ACR. As concentragfes plasmaticas de
ACR foram maiores apds tratamento com ACR, comparado com &agua e
glicose, Na@o houve diferengas entre os tratamentos para glicemia. A
insulinemia aumentou significantemente no grupo ACR comparado ao grupo
glicose, sendo que este ndo diferiu em relagdo ao controle. Foi concluido que a
ingestdo de ACR aumentou a secregdo de insulina, inibiu a glicogendlise e
diminuiu o rendimento dos animais quando comparados ao grupo que recebeu
glicose.

HEFLER et al. (1995) avaliaram os efeitos da suplementagédo de 16 g/dia
de ACR (50 % leucina, 30 % valina, 20 % isoleucina) ou placebo em ciclistas
competitivos (70 % do Vo2 max), durante 2 semanas, sendo que durante cada
tratamento os individuos completaram 40 km em duas ocasides (no segundo e
décimo quarto dia). No grupo placebo, ndao foram observadas diferengas no
tempo de exercicio dos 40 km entre o primeiro e segundo teste, jA no grupo
gue recebeu ACR, o tempo do segundo teste foi completado mais rapidamente
que o primeiro. No primeiro teste, nao foi observada diferenga significante no
tempo entre o grupo suplementado e o placebo, ao contraric do segundo, onde
o grupo suplementado apresentou menor tempo em relagdo ao placebo. Foi
concluido pelos autores que a suplementagdo com ACR pode methorar o

desempenho em ciclistas competitivos.

VAN HALL et al. (1995) estudaram o efeito da ingestdo de ACR e
triptofano durante exercicio prolongado, considerando a hipotese da fadiga
central. Dez atletas do sexo masculino pedataram até a exaustdo em um ciclo
ergdmetro (70-75 % do Vo max). O desenho experimental foi randomizado
duplo-cego, sendo que os atletas receberam bebidas a cada 15 minutos, em
quantidades de 2 mL/kg de peso, contendo: 1) 6% de sacarose (controle); 2)
6% de sacarose suplementada com 3 g/L de triptofano; 3) baixa dose de ACR
(6 g/L, sendo 2 g/L de cada ACR); 4) aita dose de ACR (18 g/L, sendo 6 g/L de
cada ACR). A ingestdo de agua durante o teste foi ad libitum (0-200 mL).

Verificou-se que a concentragdo de amdnia plasmatica apresentou aumento
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sua concentragdo no musculo nao foi alterada, e o glutamato diminuiu nas trés
condigGes, apds exercicio. As solugdes com CHO + ACR ou apenas CHO nio
afetaram o aumento induzido pelo exercicio das concentragSes plasmaticas e
musculares de aminoacidos aromaticos, indicando que a suplementagdo com
ACR ou a suplementagdo com CHO nao influenciou a degradagdo protéica
durante o exercicio.

BLOMSTRAND, SONJA e NEWSHOLME (1996) avaliaram 7 ciclistas
que realizaram, em duas ocasides sucessivas, uma prova de exercicio
exaustivo visando diminuir a reserva muscular de glicogénio. Durante cada
prova foi administrada uma bebida com ACR ou &gua flavorizada (placebo). A
ingestdo de ACR provocou aumento de 135 % e 57 % nas concentragdes
plasmaticas e musculares, respectivamente, destes aminoacidos. No grupo
placebo, essas concentragbes ndo se modificaram ou, quando muito,
reduziram-se ligeiramente no plasma e no musculo. A concentragdo de
glicogénio muscular diminuiu significativamente com a administragdo do
placebo, ao contrario da administragdo de ACR, indicando que a
suplementagdo com ACR pode ter diminuido a degradagdo do glicogénio

muscular durante o exercicio.

CALDERS et al. (1997) investigaram os efeitos da administragdo aguda
de ACR, pré-exercicio, por inje¢do intraperitoneal (10 mg de cada ACR
dissolvidos em 1mL de NaCl 0,9%) em ratos Wistar {peso inicial de 150-180g),
treinados em esteira e com alimentagéo ad libitum. Os grupos experimentais
(placebo 1mL de NaCl 0,9% ou ACR) foram divididos em: 1) sedentérios
(SED); 2) 30 minutos de exercicio submaximo (30M); 3) exercicio até exaustao
(EX). Os animais ficaram em jejum por 24 horas, antes do sacrificio, para
garantir as mesmas condi¢gdes metabdlicas entre os tratamentos. Os animais
do grupo 30M treinaram em esteira durante 3 semanas, 5 dias/semana, a 1,2 km/h
e com 0% de inclinagao, por 15 minutos. Apés esse periodo, foram treinados
por mais uma semana com as mesmas condigées nos primeiros quatro dias,
porém em 30 minutos, e o teste foi realizado no quinto dia, quando receberam
ACR, por injegdo intraperitoneal, 5 minutos antes da corrida (de 30 minutos,
a 1,2 km/h e 2,5 % de inclinagéo), sendo sacrificados apés 35 minutos da
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injecdo. Dos 36 ratos, 18 receberam placebo ou ACR, sendo que 9 de cada
grupo foram exercitados ou ndo. Os animais do grupo EX foram treinados
durante 5 semanas, 5 dias/semana, a 1,2 km/h e 0 % de inclinagdo. Na
primeira semana os ratos correram por 15 minutos, com aumento progressivo
de 10 minutos a cada semana, até atingir 55 minutos na Gltima semana. Apés
esse periodo, os animais foram treinados por mais 4 semanas, sendo que nos
primeiros 4 dias de cada, exercitaram-se por 30 minutos, a 1,2 km/h e 0 % de
inclinagdo. No quinto dia de cada semana, os animais receberam a injegao
placebo ou ACR, sendo que 12 ratos correram até exaustdo a 1,2 km/h e 8 %
de inclinagao (totalizando 4 corridas até exaustdo em ocasides separadas),
enquanto os outros 12 foram sacrificados em repouso. Os principais resultados
dos grupos que receberam ACR comparados aos grupos placebos foram:
maiores concentragdes plasmaticas de ACR; menor razdo plasmatica de
TRP/ACR; maior concentragdo sanglinea de amdnia durante exercicio e
maior tempo de corrida até exaustdo (ACR: 99 £ 9 min, e placebo: 76 + 4 min).
Os autores indicaram que a hiperamonemia provocada pelo exercicio n&o foi a
causa imediata da fadiga, visto que os animais tratados com ACR correram 23
minutos a mais, mesmo apresentando maior concentracido de amdnia. Além
disso, sugeriram que o melhor desempenho dos grupos suplementados com
ACR pode ser devido a um efeito central por redugdo da captagdo de TRP_
pelo cérebro, dessa forma reduzindo a formagao de 5-HT.

MITLEMAN, RICCI e BAILEY (1998) avaliaram individuos do sexo
masculino (n=7) e feminino (n=6) que receberam 5 mL/kg de ACR (5,88 g/L,
sendo 54% leucina, 27% valina e 19% isoleucina) ou placebo (5,88 g/L de
polidextrose) a cada 60 minutos, durante repouso, e a cada 30 minutos,
durante exercicio em ciclo ergdmetro a 40 % do VO2 max, realizado em uma
camara com temperatura controlada para simular condigdo de calor. O tempo
de exercicio até exaustio foi maior com a ingestdo de ACR (153,1 £ 13,3 min)
do que placebo (137,0 £ 12,2 min) em ambos os sexos. As concentragdes
plasmaticas de acidos graxos livres e amdnia ndo foram influenciadas pela
suplementagdo, mas aumentaram com o exercicio. Porém, houve uma

tendéncia no aumento da amdnia com a ingestdo de ACR. As concentragdes
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de ACR plasmaticos apresentaram aumento com a suplementagéo em relagéo
ao placebo (1209 + 119 vs 496 + 44 uM), enquanto o triptofano livre (9,6 + 0,9
vs 12,0 £ 1,3 uM) e a razdo TRP/ ACR (0,009 + 0,001 vs 0,024 1 0,003)
apresentaram redugdo, em ambos sexos. Os autores concluiram que a
suplementagdo com ACR é capaz de prolongar o desempenho em exercicio

moderado sob calor, podendo ser resultante da redugéo na razdo TRP./ ACR.

DAVIS et al. (1999) também testaram os efeitos da ingestdo de bebida
com carboidratos (com ou sem ACR) e agua flavorizada como placebo, durante
o exercicio prolongado. Qito individuos realizaram 3 provas de exercicios de
alta intensidade até a fadiga, ingerindo as bebidas 1 hora antes (5 mL/kg, 6%
carboidrato) e durante o exercicio (2 mL/kg, 6 % carboidrato). A bebida
suplementada continha 7 g de ACR, sendo 40 % valina, 35 % leucina e 25 %
isoleucina. Os individuos que consumiram as bebidas com ou sem ACR
correram mais tempo do que 0s que consumiram o placebo, ndo havendo
diferenga entre as bebidas com ou sem ACR. Esses dois tratamentos também
causaram aumento da glicemia e insulinemia, e redugdo da concentragdo de
acidos graxos livres. Assim, os autores confirmaram um efeito benéfico das
bebidas com carboidratos no desempenho durante exercicio intenso e
prolongado, entretanto, sem efeito da adigao dos ACR nessas bebidas.

CALDERS et al. (1999) avaliaram os efeitos da administragdo aguda,
pré-exercicio, de ACR, glicose ou glicose com ACR. O protocolo de
treinamento foi similar ao estudo de CALDERS et al. (1997), exceto que os
animais ndo foram submetidos ao jejum e utilizaram somente duas condigdes:
45 minutos de exercicio submaximo (inclinagéo de 5 % na esteira no dia do
sacrificio) e corrida até exaustdo. Em cada condigdo, os animais foram
divididos em 4 tratamentos (administragdo por injegéo intraperitoneal): placebo
(1 mL NaCl 0,9%), ACR (10 mg de cada ACR dissolvidos em 1 mL de NaclL
0,9 %), glicose (100 mg) e glicose + ACR. Quanto aos resultados dos grupos
de 45 minutos, a concentragdo de amdnia sangliinea aumentou
significantemente durante exercicio no grupo ACR e diminuiu no grupo glicose,
em relagdo ao grupo placebo. As concentragdes plasmaticas de ACR foram
aumentadas pela administragdo de ACR e glicose + ACR, no exercicio e
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repouso, comparadas a administragdo de placebo. Nao houve diferengas
significativas entre os grupos quanto ao efeito das suplementagées em relagéo
as concentragbes plasmaticas de acidos graxos livres, triptofano livre e
glicogénio muscular, sendo observadas diferengas somente entre exercicio e
repouso, onde houve aumento nos AGL, lactato, TRPL e redugéo no glicogénio.
No estudo ndo foram analisados parédmetros bioquimicos nos grupos que
correram até exaustdo. Os tempos até exaustdo dos grupos submetidos aos 3
tratamentos (ACR, glicose, glicose + ACR) ndo foram diferentes entre si, porém
foram significativamente maiores quando comparados ao placebo. Os autores
indicam que os dados de amobnia sangliinea, razdo TRP/ACR e glicogénio
muscular (sbéleo} ndo esclareceram o melhor desempenho dos grupos
suplementados, suportando a hip6tese de que o efeito da administragdo de
ACR no desempenho pode estar relacionado a disponibilidade de carboidratos

durante o exercicio.

SHIMOMURA ef al. (2000) estudaram o efeito da dieta suplementada de
forma crénica com ACR no catabolismo dos ACR e no metabolismo de
glicogénio em ratos. Foi demonstrado aumento da concentragdo sérica de ACR
e da atividade hepatica do complexo enzimatico DCACR, a enzima limitante da
taxa de catabolismo de ACR, sugerindo que a dieta suplementada
cronicamente com ACR possivelmente promove o catabolismo dos ACR. Nos
ratos em repouso, ndo foi verificada diferenga significativa entre as dietas no
conteddo de glicogénio hepatico e muscular (gastrocnémio). Entretanto, nos
ratos submetidos & exaustdo por exercicio agudo, essas concentragbes foram
2 a 4 vezes maiores nos ratos que receberam a dieta suplementada, em
relagdo a controle. A atividade do complexo enzimatico piruvato desidrogenase
diminuiu no grupo suplementado em relagdo ao controle. Os autores
concluiram que a dieta suplementada com ACR é capaz de poupar 0s
estoques de glicogénio no figado e no musculo esquelético durante o exercicio,
e que a redugdo da atividade do complexo piruvato desidrogenase nesses

tecidos, no grupo suplementado, esta envolvida nestes mecanismos.

ROSSI (2001) avaliou os efeitos da suplementag&o crénica com ACR,
por meio da dieta (acrescida de 50 % do conteido estimado dos ACR da
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formulagdo AIN-93M) em ratos submetidos & exaustdo. O treinamento em
natagdo teve duragdo de 6 semanas, 1 hora/dia, 5 vezes/semana, com
sobrecarga equivalente a 5 % do peso corporal atada 4 cauda. Foi verificado
aumento significante de 29,7 % no tempo até exaustdo do grupo suplementado
(345 £ 21 min) em relagdo ao grupo controle (266 + 31 min). Esse grupo
suplementado apresentou, em relagdo ao controle: aumento de 68 % da
concentragdo de glicogénio muscular (séleo) e hepatico; redugio de 30 % da
concentragdo de amdnia plasmatica e de 33 % da concentragdo de 5-HT
hipotalamica. Nos grupos submetidos & exaustdo em comparagdo aos
sedentarios houve: diminui¢do da concentragdo de glicogénio hepatico e
muscular, diminuigdo da glicemia e da insulinemia; aumento da concentragdo
de lactato sangiliineo, aumento da amodnia plasmatica, aumento de acidos
graxos livres plasmaticos e aumento da 5-HT do hipotalamo. Concluiu-se que a
suplementagdo com ACR foi eficiente em aumentar o rendimento dos animais,
relacionado com a menor concentragao de 5-HT no hipotalamo, diferentemente
do grupo com dieta controle, que apresentou maiores concentragdes de 5-HT.
Tal fato pode desencadear os mecanismos de fadiga central e influenciar no

seu menor rendimento.

GOMEZ-MERINO et al. (2001) avaliaram o efeito da administragao de L-
valina na atividade da 5-HT no hipocampo de ratos submetidos a exercicio
intenso e agudo. Foi realizada uma cirurgia nos animais para uma
cateterizagdo venosa (para administragdo do suplemento) e microdialise
cerebral e, ap6s a recuperagéo cirargica, foram submetidos a um periodo de
adaptagdo a esteira. No dia do protocolo, dois grupos de 7 animais receberam
0,3 mL de solugdo salina (NaCl 0,9 %) ou L-valina (2 mg/100g em solugéo
salina), injetadas no catéter, e logo em seguida iniciaram o exercicio
{velocidade de 25 m/min), durante 120 minutos, tempo préximo a exaustado. As
amostras de dialise foram coletadas no repouso, durante o exercicio e durante
a recuperagdo (de 150 minutos). Outros dois grupos de 10 ratos foram
submetidos ao mesmo protocolo de exercicio, para verificar o efeito do
exercicio e da suplementagao de valina em parametros plasmaticos. No grupo

salina, as concentragdes extracelulares de 5-HT, acido 5-Hidroxindolacético
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(5-HIAA) e TRP no hipocampo aumentaram durante o exercicio. Nos grupos
suplementados, as concentragdes de 5-HT foram mantidas proximas aos
valores de repouso durante o exercicio e recuperagdo, e o TRP cerebral
diminuiu no final do exercicio. Ndo houve alteragdes entre os tratamentos com
relagdo a 5-HIAA. As concentragdes plasmaticas de valina aumentaram no
grupo suplementado em relag&o ao controle durante o exercicio e recuperagéo.
Os autores evidenciaram que o exercicio agudo e intenso estimulou o
metabolismo de 5-HT no hipocampo de ratos, € que a administragdo de L-
valina pré-exercicio preveniu a sintese de 5-HT induzida pelo exercicio.
SMRIGA et al. (2002) estudaram ratos em duas condigdes: 1) com livre
acesso a atividade em gaiola rotatoria, ragdo, agua e solugdo composta de
ACR adicionada de glutamina e arginina. Foi observada uma relagio positiva
entre o periodo escuro de atividade livre na gaiola rotatoria e a preferéncia pela
solugdo com ACR. Além disso, a menor sintese de 5-HT no hipotalamo lateral
caracterizou os ratos que consumiram a solu¢gdo com ACR; 2) na outra
condigdo o outro grupo de ratos foi treinado em esteira, e uma solugdo com
ACR foi administrada antes da corrida, aumentando a razdo plasmatica
ACR/TRP ao final e apés o exercicio. Ocorreu diminuigdo na sintese da 5-HT
do hipotalamo lateral 80 minutos apés a corrida. Os autores sugerem um efeito
ergogénico, no estudo da primeira condigdo, pela correlagdo entre atividade
livre e preferéncia pela solugdo com ACR. Na segunda condigdo, foi
demonstrado o envolvimento da regido do hipotalamo lateral para os efeitos da

solugdo com ACR.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos, com peso médio inicial de
245 + 3 gramas, provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP. Foram mantidos em gaiolas individuais com
temperatura controlada de 22 + 2° C, obedecendo a um ciclo invertido 12 h
claro/escuro, com a luz acesa as 19:00 h. O acesso dos animais a alimentagédo
e agua foi ad libitum, com a quantificagao do consumo de ragdo ocorrendo trés
vezes por semana. Os animais foram pesados trés vezes por semana e o peso
final foi verificado no dia do sacrificio. Os grupos de animais foram
acompanhados por um periodo total de sete semanas, sendo a primeira
semana de adaptagdo ao ambiente e & alimentagdo (dieta controle), e seis

semanas de treinamento fisico.

4.2 Dietas experimentais

Foram formuladas trés dietas:

v Dieta controle: elaborada de acordo com as recomendagdes do
American Institute of Nutrition (AIN-93M) para manutengio de
roedores adultos (REEVES et al., 1993) (tabela 3);

v Dieta AIN-93M suplementada com ACR (tabela 4).

a) Adigdo de 50 % do contetdo recomendado dos ACR
(AIN-93M+50 % ACR) (tabela 5);

b) Adi¢do de 100 % do contetido recomendado dos ACR
(AIN 93M+100 % ACR) (tabela 5).
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Para que as ragfes suplementadas ficassem isocaldricas em relagdo a
nao suplementada, retirou-se a quantidade de amido correspondente ao
acrescimo total dos ACR, ja que 1 g de proteina e carboidrato correspondem a
4 kcal (tabela 4).

Tabela 3. Composigao geral das dietas (g/kg dieta)

Ingredientes AIN-93M AIN-93M AIN-93M
+ 50 % ACR + 100 % ACR
Amido 620,692 608,792 596,892
Caseina (> 85 % de proteina) 140,000 140,000 140,000
Sacarose 100,000 100,000 100,000
Oleo de soja 40,000 40,000 40,000
Fibra (celulose) 50,000 50,000 50,000
Mistura de minerais 35,000 35,000 35,000
Mistura de vitaminas 10,000 10,000 10,000
L-cistina 1,800 1,800 1,800
Bitartarato de colina 2,500 2,500 2,500
(41,1 % de colina)
Tert-butilhidroquinona 8,000 8,000 8,000
Aminoacidos de cadeia ramificada 238" 357 476"
(ACR)

* quantidade ja existente na formulagao.
" adigdo de 50 % e 100 % de ACR.

Tabela 4. Estimativa da composi¢do dos nutrientes das dietas (unidade/kg
dieta)

Nutrientes AIN-93M AIN-93M AIN-93M
+ 50 % ACR + 100 % ACR
Energia total (kcal) 37724 3772,40 3772,40
Total de proteina (g) 125,8 137,70 149,60
Total de carboidrato (g) 727,3 715,40 703,50
Total de lipidios (g) 40,0 40,00 40,00
% de proteina 13,3 13,30 13,30
% de carboidrato 771 75,85 74,50
% de lipidios 9,5 9,54 9,54
ACR adicionado --- 11.90 23,80
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Tabela 5. Estimativa do contelido dos ACR das dietas (g/kg de rag#o)

Controle Suplementagao com ACR
ACR AIN-93M AIN-93M + 50 % AIN-93M + 100 %
Isoleucina 59 8,85 11,80
Leucina 10,9 16,35 21,80
Valina 7.0 10,50 14,00
Adicionado - 11,80 23,80
Total 23.8 35,70 47,60

Foi realizada a analise do conteudo protéico dos trés tipos de ragéo pelo
método de Kjedahl (CECCHI, 1999), através da determinagio do teor de
nitrogénio de origem orgénica. Como o teor de nitrogénio dos diferentes tipos
de proteina € aproximadamente o0 mesmo, em torno de 16%, multiplica-se a
porcentagem de nitrogénio total encontrado pelo fator 6,25 para obter-se a
porcentagem de proteina da amostra. Este método baseia-se na digestéo da
amostra com acido sulfirico, na presenga do catalisador sulfato de cobre e do
suifato de potassio. Durante esse processo o nitrogénio da proteina é reduzido
em sulfato de amdnia. O sulfato de amoénia € destilado com NaOH
concentrado, ocorrendo a iiberagdo da amdnia dentro de um volume conhecido
de uma solugéo de acido bodrico, na presenga de solugéo indicadora, formando
borato de amdnia, que é titulado com solugao de acido cloridrico 0,1 N.

Para calcular a porcentagem de proteina na amostra de ragao foi
utilizado o peso equivalente do nitrogénio, a normalidade do acido cloridrico, o
peso da amostra e o fator de 6,25. A formuia esta representada abaixo:

% N = (mL HCl am — mL HCI br) x N HCI x FC x 14,007 x 100 / mg am

mL = volume gasto
am = amostra

br = branco

N = normalidade

FC = falor de corregdo
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Os resultados dessa andlise estao apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Porcentagem de proteina e nitrogénio encontrada nas diferentes
ragdes experimentais

Ragao % Proteina % Nitrogénio
Cc 11,77 1,88
S1 14,41 2,31
S2 15,23 2,44

4.3 Protocolo de treinamento

O treinamento dos animais foi realizado em um modelo de natagdo
desenvolvido para esse fim (VIEIRA et a/.,1988), sendoc o0 mesmo composto de
dez tanques individuais de PVC através dos quais circula agua aquecida por
um sistema central de resisténcia elétrica a uma temperatura de 31 £ 2°C. O
periodo de treinamento foi de seis semanas, cinco dias por semana, com
duragéo diaria e sobrecargas descritas na tabela 7.

Durante a primeira semana de treinamento (semana 1, tabela 7) os
animais iniciaram um treinamento progressivo visando sua adaptagdo ac meio
liquido. No primeiro dia da segunda semana de treinamento foi utilizado o
protocolo de teste progressivo para determinagdo do limiar anaerébio
metabolico e sobrecarga inicial de treinamento, sendo que um segundo teste
foi realizado no primeiro dia da quinta semana para a corregao da sobrecarga
de treinamento (MARQUEZI, 1999). O protocolo de teste consistiu de exercicio
agudo de natagdo com sobrecarga progressiva, sob a forma de pesos atados a
cauda do animal, correspondendo a 4, 5, 6, 7 e 8 % do seu peso corporal,
durante periodos de 3 minutos de natagdo intercalados com 1 minuto de
repouso. Visando minimizar qualquer tipo de estresse decorrente da
manipulagdo dos animais e da mudanga de ambiente, foi realizado um periodo
de aquecimento com duragdo de 20 minutos sem sobrecarga.
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Coletas de sangue a partir da veia caudal foram realizadas apés o
periodo de aquecimento, ou seja nos periodos de sobrecarga. O sangue foi
coletado por meio de capilares heparinizados e, posteriormente, foi realizada a
dosagem de lactato.

O limiar anaerébio metabdlico foi determinado a partir da inflexdo da
curva de concentragao de lactato sangiineo pela sobrecarga utilizada. O ponto
de inflexdo da curva correspondia a sobrecarga considerada como a carga do
limiar anaerébio metabélico.

Os animais foram treinados durante quatro semanas com sobrecargas
correspondentes ao seu limiar anaerdbio metabdlico. No dltimo dia de
experimento os animais foram submetidos ao exercicio até a exaustdo. O
tempo de exaustdo foi caracterizado como 0 momento em que o animal nao

conseguia manter as narinas fora da agua durante 10 segundos.
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4.4 Grupos experimentais

Os diferentes grupos experimentais sio apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Grupos experimentais {n=6)

RAGAO SEDENTARIO Exercitados
(n=6) (n=6)
AIN-93M SED C* ihC
Sem Supiementagio (C) EXC
AIN-93M+50 % ACR SED 50* 1Th 50 %
Supiementagio 50 % EX 50 %
AIN-93M+100 %ACR SED 100* 1h 100 %
Suplementag¢do 100 % EX 100 %

* valores de referéncia. .

SED* = sedentéario controle (C) ou suplementado (50 % e 100 %).

1 H = intenso com 1 hora de natagdo controle (C) ou suplemeniado (50 % e 100 %).
EX = intenso submetido &4 exaustdo conlrole (C) ou suplementado (50 % e 100 %).

No presente estudo, alem das 3 concentragbes de suplementagdo ja
relatadas, foram utilizados 2 grupos treinados e um grupo sedentario, sendo
que os grupos treinados foram submetidos a protocolos de treinamentos
idénticos.

No dia do sacrificio, um grupo pertencente a cada tipo de suplementagao
foi sacrificado apds 1 hora de natagdo, e outro submetido ao teste de tolerancia
ao esforgo (teste de exaustéao).

A utilizagdo do grupo que foi sacrificado apds 1 hora de natagdo reflete o
treinamento diario dos animais, o que ajudaria a explicar as alteragies
metabdlicas ocorridas entre o treinamento diario e o protocolo de exaustdo.
Este modelo de grupo vem sendo referido por alguns autores, como LANCHA
Jr (1991).
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Os animais do grupo sedentario foram mantidos nas condigdes
experimentais durante 7 semanas sem serem submetidos a treinamento,
apenas manipulados de modo similar aos animais treinados, sendo sacrificados
na condigao de repouso. Os resultados desse grupo foram considerados
valores de referéncia, ja que o objetivo do presente estudo é avaliar os efeitos

das suplementagbes com ACR em ratos treinados e submetidos a exaustao.

4.5 Sacrificio dos animais e coleta das amostras

Todos os grupos de animais foram sacrificados por decapitagdo, entre
9:00 e 11:00 h, com excegao dos que foram submetidos a exaustdo. O sangue
dos animais foi coletado e as fragbes de plasma e sorc centrifugadas,
congeladas e estocadas. C hipotalamo cerebral, o figado e os muscuios séleo
e gastrocnémio foram extraidos, pesados, colocados imediatamente em
nitrogénio liquido e estocados em freezer a -80°C para posterior analise
bioquimica.

4.6 Determinagdes experimentais

Parametros analisados:
» Biométricos: peso corporeo, consumo de ragéo e ACR;
» Rendimento: tempo de resisténcia ao esforgo (exaustédo);

= Parametros de avaliagdo do rendimento: atividade de enzima Citrato

Sintase;
» Plasmaticos: glicose, acidos graxos livres, aménia, triptofano total,
= Séricos: insulina e corticosterona,
= Sangiineo: lactato;

= Teciduais: glicogénio hepatico, glicogénio muscular (gastrocnémio e
soleo) e 5-HT (hipotalamo) proteina hepatica e muscular (gastrocnémio).
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4.6.1 Glicose

A glicose plasmdtica foi quantificada pelo "kit" da Labtest Diagnoéstica,
segundo método de BERGMEYER (1974) que consiste nas seguintes reagdes:

Glicose + H,O + O, SseOidase  Acido Glucdnico + H,0,
H20, + 4-Aminoantipirina + p-Hidroxibenzeno Sulfonado _Ferdsse

- Quincnimina + H,O

A concentragdo de glicose foi inferida pela quantidade de quinonimina
formada e medida em espectrofotdometro (SHIMADZU UV VIS 1240) a 505 nm
de comprimento de onda.

4.6.2 Acidos graxos livres

O método foi realizado segundo REGOUW et al. (1971) e FALHOLT et
al. (1973), o qual se baseia em trés etapas. extragdo, saponificagdo e leitura
com reagente colorimétrico em espectrofotdmetro (SHIMADZU UV VIS 1240) a

550 nm de comprimento de onda.

4.6.3 Amodnia

A determinagdo de amdnia foi realizada através do "kit" da Sigma
Diagnostics, de acordo com o método de RATLIFF e HALL (1979). A
diminuigdo na absorbancia a 340 nm no espectrofotémetro (SHIMADZU UV
VIS 1240) é proporcional a concentragido de aménia plasmatica.
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4.6.4 Triptofano total

A determinagdo de triptofano foi realizada por método fluorimétrico
descrito por DENCKLA e DEWEY (1967) e modificado por BLOXAM e
WARREN (1974). A leitura foi feita em espectrofluorimetro (HITACHI) com
excitagdo de 373 nm e emissdo de 452 nm em cubetas de quartzo.

4.6.5 Insulina

A insulina sérica foi dosada pelo método radioimunoensaio, utilizando-se
o "kit" Biotrak ™ (Amersham International). A leitura foi realizada em contador

de cintilagdo gama (Beckman L600).

4.6.6 Corticosterona

A corticosterona sérica foi dosada pelo método radioimunoensaio,
utilizando-se o "kit" Biotrak ™ (Amersham International). A leitura foi realizada
em contador de cintilagdo gama (Beckman L600). Previamente ao ensaio, as
amostras de soro foram diluidas e aquecidas a 60 °C por 30 minutos em banho
com agua e resfriadas em temperatura ambiente. Este procedimento permite

que a corticosterona seja deslocada da globulina ligante de corticosterona.

4.6.7 Lactato

Apds o sacrificio do animal, foram coletados 25 ulL de sangue em
capilares para dosagem por técnica eletroquimica (Lactimetro Yellow Springs
Instruments, modelo 1500), apds estabilizagdo da amostra com fluoreto de
sddio a 2 %.
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4.6.8 Glicogénio hepatico e muscular

A determinagdo da concentragdo de glicogénio muscular e hepatico foi
realizada de acordo com o método descrito por HASSID e ABRAHAMS (1957).
O método possui duas etapas: a extragdo e a quantificagdo do glicogénio
hepatico e muscular (gastrocnémio e séleo). Os tecidos foram digeridos por
aproximadamente 60 minutos em banho fervente com uma solugdo 30 % de
KOH (etapa de extragdo prévia). Apds, foram feitas duas precipitagbes com
etanol 70 % em banho fervente (extragao final). A seguir, a quantificagdo foi
feita através de uma solugdo de antrona com acido sulfarico. O acido hidrolisa
o glicogénio a glicose, e a antrona reage com a glicose, produzindo uma
coloragao esverdeada. A leitura foi feita em espectrofotémetro (SHIMADZU UV
VIS 1240) a 540 nm de comprimento de onda.

4.6.9 5-hidroxi tripitamina (5-HT)

Foi utilizado o método de HPLC com detecgao eletroquimica descrita por
RIBEIRO et a/. (1993).

Apds a decapitagdo, a caixa craniana foi aberta e o hipotalamo foi
extraido para analise de 5-HT. Apds a extragdo, o hipotalamo foi pesado e
sonicado em uma solugdo de 0,2N HCIO,4 contendo 0,5 nM de acido ascorbico
e 0,1 mg/ml de dihidroxibenzilamina (DHBA), como padrdo interno. O
homogenato tecidual (padronizado para 100 mg de peso/ml), foi depois
centrifugado a 17.000 x g por 15 minutos a 25 °C. O fluido sobrenadante foi
entdo transferido para centrifitros com 0,2 um e centrifugados novamente a
1.000 x g por 5 minutos com objetivo de remover pequenas particulas antes da
injecdo no HPLC (SARKISSIAN et al., 1990). As amostras colhidas foram
injetadas em sistema HPLC para determinar o teor de 5-HT e 5-HIAA.

A fase movel foi composta de fosfato de sédio (75 mM), acido
heptanosulfénico (0,63 mM), EDTA (0,27 mM), trietanolamina (100 pl/L) e
metanol (12,5 % v/iv - pH 3,0). O fluxo foi de 1,0 mi/min e os potenciais
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aplicados aos eletrodos foram de 350 mV, na célula protetora, e 250 mV, na
célula analitica, além de 50 mV, na célula analitica, com o objetivo de diminuir

o ruido dos outros reagentes.

4.6.10 Proteina muscular e hepatica

A determinagdo da concentragdo de proteina muscular e hepatica foi
determinada segundo a metodologia descrita por LOWRY et al. (1951) para os
homogeneizados de tecidos, sendo os seus valores comparados & curva-
padrdo de albumina. O principio consiste na hidrélise alcalina das proteinas
celulares, com posterior adigdo do reagente colorimétrico de Folin-Ciocalteau.

A leitura foi realizada a 660 nm.

4.7 Anélise estatistica

Os dois fatores avaliados neste estudo: x4 = suplementagdo com AACR
e xz = condigao do teste de performance, tiveram os trés niveis de variagao
(0 %, 50 % e 100 % de suplementagdo com AACRY) e dois niveis de variagdo
(1 hora e exaustdo) respectivamente codificados, resultando em seis grupos

experimentais, de acordo com a tabela 9.

Tabela 9. Fatores avaliados

Ensaio X X3 Grupo
1 -1 -1 1H-CONTROLE
2 0 +1 EX- 50 % SUP
3 +1 -1 1H- 100 % SUP
4 -1 +1 EX-CONTROLE
5 0 -1 1H - 50 % SUP
6 +1 +1 EX- 100 % SUP
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Os resultados obtidos experimentalmente para todas as variaveis
dependentes (respostas) foram analisados entre os seis grupos experimentais
através de ANOVA-Fatorial, uma vez que este tipo de planejamento permite a
analise da significancia estatistica do efeito principal de cada fator,
separadamente do efeito da interagdo. A variavel “R” foi avaliada apénas em
fungdo do fator x4 = suplementagdo com AACR. Adotou-se previamente um
valor a de 0,05 e utilizou-se o teste de Tukey HSD para a identificagao dos
contrastes significativos (BOWER, 1998a).

Variaveis que apresentavam significativo desvio da normalidade,
segundo os testes de Kolmogorov-Smirnov e Wilks, foram também analisadas
empregando-se o teste de Kruskal-Wallis, e confirmaram os resultados obtidos
pelo procedimento paramétrico (BOWER, 1998b). Todos os calculos e graficos
foram realizados com auxilio do programa STATISTICA v.6 (2002).
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros biométricos

5.1.1 Peso inicial

De acordo com a tabela 10, ndo houve diferenga estatisticamente

significante entre os grupos em relagédo ao peso inicial.

Tabela 10. Peso inicial (g) dos grupos experimentais nas condigdes de 1 hora e

exaustédo, com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Controle 50 % 100 % P

1H EX 1H EX 1H EX Dieta Cond Int

2452 245°% 245% 245% 240°® 244* 0,771 0,713 0,380
14 +10 t 14 +8 10 +10

Dados expressos como média + desvio-padrao.
Diferengas significativas entre os grupos/variavel (p< 0,05).
Valores na mesma linha apresentam a mesma letra quando nac diferem significantemente.

5.1.2 Peso final

Conforme a tabela 11, ndo houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos treinados em relagdo ao peso final.
gIBLIOT ECA
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Tabela 11. Peso final (g) dos grupos experimentais nas condigées de 1 hora e

exaustao, com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Controle 50 % 100 % P

1H EX 1H EX 1H EX Dieta Cond Int

336°% 347° 344° 3572 339 335% 0,312 0,129 0,380
+29 15 + 28 +13 20 17

Dados expressos como média t desvio-padréo.
Diferengas significativas entre os grupos/variavel (p< 0,05).
Valores na mesma linha apresentam a mesma letra quando nao diferem significantemente.

5.1.3 Consumo diéario de ragéo

De acordo com a tabela 12, verificou-se que o consumo diario de ragao

ndo se alterou de forma significante entre os grupos experimentais.

Tabela 12. Consumo diario de ragdo (g/dia) dos grupos experimentais nas
condigées de 1 hora e exaustdo, com dieta controle e suplementada (50 % e

100 % de ACR)

Controle 50 % 100 % P

1H EX 1H EX 1H EX Dieta Cond Int

212 21° 202 212 213 213 0,115 0,648 0,296
+08 09 +0,7 +06 07 +0,6

Dados expressos como média + desvio-padrdo.
Diferengas significativas entre os grupos/variavel (p< 0,05).
Valores na mesma linha apresentam a mesma letra quando ndo diferem significantemente.
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5.7 Parametros teciduais

5.7.1 Glicogénio hepatico

De acordo com a tabela 24 e a figura 14, os grupos que receberam dieta
com 50 % e 100 % de ACR e foram submetidos ac protocolo de exaustdo
apresentaram diminuicao significativa da concentragdo de glicogénio hepético
com relacdo aos grupos que nadaram por 1 hora.

As concentragbes de glicogénio hepatico dos grupos submetidos a 1
hora de natagdo, que foram suplementados com 50 % e 100 % de ACR,
apresentaram aumento significativo de 43,7 % e 131,2 %, respectivamente,
em relagdo ac grupo controle. Em relagdo aos grupos que nadaram até a
exaustao, o grupo que recebeu 100 % de ACR apresentou aumento médio de
241 % em relagdo aos respectivos grupos (50 % e controle).

!
Tabela 24. Concentragéo de glicogénio hepatico {mg/100 mg de tecido) dos
grupos experimentais nas condigbes de 1 hora e exaustao, comn dieta controle
e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Controle 50 % 100 % P

1H EX 1H EX 1H EX Dieta Cond Int

0,16* 0,082 0239 0,09 037° 0299 0,000 0,000 0,216
+0,01 £0,03 =+003 2002 £0,09 0,05

Dados expressos como média + desvio-padrio.
Diferengas significativas entre os grupos/variave! (p< 0,05).
Valores na mesma linha apresentam a mesma letra quando n3o diferem significantemente.
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somente na estimativa de consumo de ACR, o que permite concluir que os
resultados do presente trabalho refletem o efeito da variavel suplementacio e
do teste de tolerancia ao esforgo.

Na literatura & possivel constatar diferentes técriicas associadas a
administragdo de aminoécidos de cadeia ramificada ou outros aminoacidos.
Tais métodos podem ser: administragdo por gavagem, conforme MARQUEZI
(1999), que utilizou 150 mg/kg/dia de aspartato e asparaoma GiluldOS em 2 mi
de. agua por |njec;ao mtrapnrl-or'eal qegundo CALDERS (199/ 1999), que
admmr‘frcu 30 mg de A"R sendo 10 mg de cada (leucipa, isoleucina e valina)
diluidos em 1Ml rie SOIL Gao0 sallna através da agua do bel»edouro de acordd
com LANCHA Jr et al. ( 19_9_5), que ofereceram 45 mg/kg/dia de .a:_sparagma e
-aspartato e 90 'rr.glkg/d'a dﬂf'(‘érhifina diluidos em agua; através da ragao,
conforme ROSSI (2001) que acrescentou 50 % da rer'omendag:ao de ACR nA
ragao preparada tal cono no presente estudo.

Qeg,umdo 4 metctdologla do dltimo estudo cﬂad tarnbém oniou se
nesse trabalho pela quplemﬂntagdo cronlca pela rar,:e:o A 'JtlllZd(}aO das
tecmsar de gavagem m. |nje<,ao lntraperltoneal para @ quantldade de ACR do
estudo apresentana Im:tagoes quanto a solubihdad\. 'joa am noacdos ‘©
admlmefrdg:ao cem voh_"ne fiy (o :.er-do por isso contra- mdrcada No caso da
aqua jo .)ebedos ro, pnde er dlf.c.l quantificar o volum Le A(‘H consumido
dev-do ao decperdtuo da agua gue no caso da ragdo é pos sivel de se
estlmar - Nio obstan*c' a aupnementag:ao via. dizta sena Jma forma
ﬂsmloglc‘ameﬁte mals a -::tavel quan do .,omparada as tec:m as m‘nosta ,"COI:0
gavaqen- e m;eg:ao 'ntrc pe.ltr*n'\al A ragio utullzada for u*nrer*lda om po e
confmha composngao nut'tuonal :nd|f ?da para roedorcs ad u* *n<; sugenr*e pelc-

} -

Amf\?{f an mettfute of Nut n‘fon /“I‘

6.2 Pararietro de rendimente:

O tempo de nafa: ac. do. grupoc submetldos ao *usto de «:Jera ia av

esfong,o ¢ o principal paramntro naru ss avaliar os efeit ns aa qm =m' 'aqées-

[
~
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com ACR em relagdo ao desempenho fisico, 0 que justifica a discuss&o desse
resultado junto com outros pardmetros indicativos de fadiga.

Os grupos exercitados até a exaustdo ndo apresentaram diferencas
significativas em relagdo ao tempo de tolerancia ao esforgo, portanto, as
Suplementagdes ndo promoveram alteragdes significativas no desempenho dos
animais exercitados nessa intensidade. Estes resultados estdo de acordo com
Os resultados de FINOTTI et al. (1998), que ndo observaram diferengas no
tempo de tolerancia ao esforgo em humanos suplementados com ACR e
submetidos a testes em intensidades supralimiar.

No entanto, o efeito da suplementagdo de ACR em relagido ao
desempenho em exercicio fisico prolongado é controverso, visto que muitos
pesquisadores tém reportado alguns beneficios (BLOMSTRAND et al., 1991;
HEFLER et al., 1995; MITTLEMAN, RICCI e BAILEY, 1998; CALDERS, 1997 e
1999; SHIMOMURA et al, 2000; ROSSI, 2001), enquanto outros nao
observaram nenhum efeito ergogénico (PERTRUZZELLO et al., 1992;
VERGER et al., 1994; VAN HALL et al., 1995; GALIANO et al., 1991 apud
MITTLEMAN, RICCI e BAILEY, 1998). Todavia, a existéncia de muitas
diferengas entre os protocolos experimentais pode justificar essas

discrepancias.

6.3 Parametros bioquimicos

Quanto ao perfil glicémico no presente estudo, ndo foram verificadas
diferengas significativas entre as trés dietas. No entanto, uma diminuigdo
significativa (60% em média) ocorreu quando comparou-se a condi¢do de
exaustdo com a condigdo de 1 hora.

Essa redugdo na glicemia da condigao de 1 hora para exaustio esta de
acordo com os resultados de LANCHA Jr (1991). Segundo SAHLIN (1992), a
concentragdo de glicose plasmatica diminui apds exercicio prolongado, com
conseqUente deplegdo nos estoques de glicogénio hepatico, comprometendo a
funcionalidade do sistema nervoso central (SNC). Deste modo, a manutengio
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da glicemia durante a atividade fisica, a partir da gliconeogénese e
glicogendlise hepaticas, ¢ de extrema importancia para a continuidade do
esforgco (HOLLOSZY et al., 1998), devido & glicose sangiiinea ser oxidada,
para obtengdo de energia, tanto pelo tecido muscular quanto pelo SNC. O
sistema nervoso central, ao contrario do tecido muscular, utiliza
preferencialmente glicose sangiiinea como substrato energético, e sua
atividade pode ser comprometida quando ocorre o estado de hipoglicemia
(NEWSHOLME e LEECH, 1988). Durante a atividade fisica a sintese hepatica
de glicose é menor que sua captagdo e utilizagdo periférica, portanto a fadiga
pode ser decorrente do comprometimento da atividade do SNC em decorréncia
da diminuigéo da glicemia.

Nesse estudo, os grupos submetidos ao protocolo de exaustdo nio
apresentaram tempos de natagdo distintos, o mesmo ocorreu para as
concentragdes de glicose, que ndo apresentaram diferengas estatisticas
significantes. Assim, as suplementagGes ndo influenciaram a concentragéo de
glicose plasmética nessa condicdo de exaustdo, demonstrando somente o
efeito do exercicio exaustivo em relagdo a condicdo 1 hora. Portanto, a
diminuigdo da glicemia pode ter contribuido parcialmente para a ocorréncia da
fadiga, nos grupos submetidos a exaustdo, uma vez que as concentragdes de

glicose plasmatica nesse grupo foi 60 % menor em relagio ao grupo 1 hora .

A resposta insulinémica demonstrou, também, ndo ser influenciada
pelas suplementagdes, visto que ndo houve diferengas significativas entre as
dietas. No entanto, quando comparadas as respostas dos grupos submetidos a
condigdo exaustdo em relagéo a condi¢do 1 hora verificou-se uma tendéncia de
diminuigéo de 29 %, em média.

A captagéao de glicose circulante pelo tecido é mediada por proteinas de
transporte especificas denominadas GLUTs. A maior atividade de GLUT 4,
encontrada principaimente no musculo, € determinada principalmente pela
acgéo da insulina ou contragdo muscular, sendo que em condigSes de repouso
esses transportadores permanecem inativos em vesiculas do citoplasma
celular (COSTA et al., 1999). Com o estimulo da insulina e/ou a contragdo
muscular os GLUTs migram destas vesiculas para a membrana celular e se
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fundem a ela, o que promove a captagdo de glicose circulante. Esse
mecanismo de captagdo de glicose pela musculatura seria prejudicado por
altas concentragdes de glicosamina (LANCHA Jr, 1997; ROBINSON, SENS e
BUSE, 1993) que é o produto final da via das hexosaminas. A sintese de
glicosamina pode ser estimulada em situagdes com elevada sintese de aménia,
devido, por exemplo, a suplementagdo crénica com ACR efou durante
exercicios intensos e prolongados, como ocorrido nesse estudo.

Esse mecanismo pode explicar a tendéncia de diminuigdo de
aproximadamente 58 % no indice glicosefinsulina, o que justificaria 0 aumento
da resisténcia insulinica nos grupos submetidos a exaustio.

Segundo PASQUALE (1997), durante exercicio prolongado ha um
aumento das concentrages de glucagon e glicocorticéides, os quais podem
promover uma diminui¢do na sintese e aumento da degradagdo protéica. A
resposta fisioldgica decorrente da diminuicdo da glicemia e insulina causadas
pela natureza do teste exaustivo pode ocasionar o aumento dos hormdnios
contra-regulatérios (glucagon, catecolaminas e cortisol) para ndo comprometer
o funcionamento do cérebro e outros tecidos que utilizam a glicose como
combustivel primordial (MAUGHAN, 2000). Sabe-se que a corticosterona € um
horménio relacionado com o estresse causado pelo exercicio fisico, uma vez
que a estimulagao do eixo hipotalamo-hipofise resulta na secregdo do horménio
adrenocorticotréfico, e posteriormente na liberagdo de glicocorticéides
(KOYAMA et al., 1998).

Quanto as concentragées plasmaticas de corticosterona, foram
observadas diferengas significativas quando comparou-se as dietas controle e
100 % de ACR para a condi¢do de exaustdo, as quais apresentaram aumento
de 42 e 38 %, respectivamente, em relagdo a condi¢do de 1 hora.

Conforme KOYAMA et al. (1998), ratos submetidos ao exercicio agudo
(esteira) apresentaram uma elevag¢ao significativa das concentra¢des séricas
de corticosterona (2,5 vezes) apdés 120 minutos de exercicio. No estudo de
ROGERO (2002), os animais submetidos ao teste de exaustdo (natagio), em
atividade prdéxima ao limiar metabdlico, apresentaram aumento da
concentragédo de corticosterona sérica de 2,5 a 3,1 vezes, e diminuigdo média
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intensidade do exercicio do que o lactato, ja que sob condigdes de exercicio
estressante e extenuante a sintese de amdnia é diretamente proporcional 23
atividade da musculatura (BANISTER et al, 1985). Portanto, esta
hiperamonemia pode se instalar in situ na musculatura levando a fadiga
periférica. Essa crescente concentragdo de amdnia no sangue comega a atuar
em outros érgaos, como figado e cérebro, podendo gerar fadiga central por
excesso de amdnia cerebral e incapacidade de detoxificagdo de aménia pelos
6rgéos periféricos. Outros possiveis fatores relacionados a hiperamonemia se
referem ao aumento da permeabilidade da barreira hemato-encefalica aos
aminoacidos neutros, ao aumento plasmatico dos AGL, aos corpos cetdnicos e
a diminuigdo nos estoques de glicogénio muscular, hepatico, cardiaco e
cerebral (BANISTER e CAMERON, 1990). Por esta razdo, varios trabalhos
relacionam a hiperamonemia induzida pelo exercicio prolongado tanto a fadiga
central como periférica (MUTCH e BANISTER, 1983, BANISTER et al., 1985;
BIANCHI! et al., 1997; BANISTER e CAMERON, 1990; MITTLEMAN, RICCI e
BAILEY, 1998).

De acordo com a literatura, a concentragdo plasmatica de ambnia em
exercicios moderados (<50% VO2 max) Nd0 € alterada de forma marcante,
enquanto um aumento mais evidente aparece em intensidades de 70 a 80 %
VO3 max, cOm um desproporcional aumento quando a intensidade & de 100 %
VO3 max (SCHLICHT et al., 1990; KATZ et al., 1986). Além da concentragdo
plasmatica de amdnia se apresentar elevada em decorréncia do exercicio,
alguns autores demonstraram que a ingestdo de ACR pode provocar o
aumento deste metabdlito (MacLEAN e GRAHAM, 1993; MaclLEAN,
GRAHAM e SALTIN, 1994; VAN HALL et al, 1995; MITTLEMAN, RICCI e
BAILEY, 1998), sendo também relatada uma sintese elevada de amodnia
plasmatica com a associagdo da suplementagédo de ACR com o exercicio fisico
intenso e prolongado (OKAMURA et al., 1987; MacLEAN e GRAHAM, 1993;
MacLEAN, GRAHAM e SALTIN, 1994; CALDERS, 1999; CALDERS et al,
1997).

Segundo BANISTER et al. (1985) e BIANCHI| et al. (1997), a
hiperamonemia indica menor ressintese de ATP com aumento da atividade do
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ciclo purina nucleotideo, que esta relacionado com a fadiga periférica. Outro
ponto relevante descrito por WAGENMAKERS et al, (1998) e JACKMAN et al.
(1998) seria a desaminagdo dos ACR e conseqiente oxidacdo dos seus
esqueletos de carbono para sintese de ATP, por decorréncia da deplegao dos
estoques de glicogénio intramuscular e hepético.

Conforme as consideragbes descritas anteriormente, observou-se que
Os resultados deste trabalho foram similares a outros estudos (SAHLIN, 1992;
MITTLEMAN, RICCI e BAILEY, 1998), uma vez que a concentragdo de amdnia
apresentou elevagao significativa em decorréncia ndo s6 do exercicio mas
também da suplementagéo com ACR. No entanto, o aumento da concentragdo
de aménia na condigéo de exaustdo e na suplementagido com 100 % de ACR
para a condigao de 1 hora pode ter sido tdxica, o que influenciou
negativamente o desempenho. Esse fato possivelmente estd associado a
maior quantidade de ACR consumida juntamente com a intensidade de
exercicio imposta aos animais.

Assim sendo, o aumento acentuado da concentragdo plasmatica de
amdnia imediatamente antes do processo de fadiga esta relacionado
possivelmente ao aumento da desaminagdo do AMP intramuscular decorrente
do déficit de energia, oxidagdo dos ACR, deplegdo dos estoques de glicogénio
e da redugdo das concentragées de piruvato e intermediarios do ciclo de Krebs.

Com relagdo as concentrages de lactato sangiiineo no presente estudo,
ndo foi observada influéncia da suplementagdo, j4 que n&do ocorreram
diferengas estatisticamente significantes entre as dietas. Esses resultados
encontram-se de acordo com os resuitados de FINOTTI et al. (1998), que
demostraram que a suplementagdo com ACR ndo aumentou de forma
significativa a atividade da enzima alanina aminotransferase que levaria ao
deslocamento do piruvato para a formagdo de alanina e conseqiiente
diminuigao do lactato.

Alguns estudos mostram que exercicios de intensidade moderada
causam apenas ligeiro aumento das concentragbes de lactato, bem como
pequena redugdo das concentragbes plasmaticas de bicarbonato. Por outro
lado, exercicios de alta intensidade causam acentuada redugdo no pH (SHARP
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et al., 1986) associada & elevagdo das concentragdes de lactato e ions
hidrogénio, este ultimo apontado como a principal causa da redugdo do
desempenho fisico.

Os grupos submetidos ao protocolc de exaustdo apresentaram um
aumento significante de lactato de 55 % (média) em relagdo aos grupos com 1
hora de natagdo. O maior acumulo de lactato nesses grupos indica que a
demanda energética para esta atividade & principalmente suprida pela via
glicolitica (HOLLOSZY, 1998), que tem como produto final o piruvato. A sintese
de lactato esta associada com a redugao proporcional do NADH; em NAD que
pode ocorrer também pela oxidagdo mitocondrial. (KATZ e SAHLIN, 1990).
Aproximadamente 85% do H' livre gerado durante o exercicio intenso que
induz a acidose é proviniente do acido lactico (SAHLIN, 1986). Portanto,
quando a atividade glicolitica e subseqiente sintese de H* sdo muito altas,
ocorre diminuigdo do pH intracelular (METZGER e FITTS, 1987). Essa
diminuigdo do pH intramuscular pode ser em grande parte associada a inibigéo
da via glicolitica, por meio da inibigdo da atividade da enzima fosfofrutoquinase

(PFK), e a subseqlente interrupgéo do suprimento de energia nessa via.

No presente estudo observou-se que as concentragbes de glicogénio
hepatico e muscular apresentaram redugdo significativa nos animais

submetidos a exaustdo, quando comparados aos da condi¢do de 1 hora.

As concentragbes hepaticas de glicogénio apresentaram valores
significativamente maiores no grupo submetido a condigdo de 1 hora de
natagdo com suplementagao de 100 % de ACR em relagdo ao seus respectivos
grupos controle € 50 % de ACR. Sendo assim, os resultados apresentados
pelos grupos que nadaram por 1 hora sugerem que a suplementagio de 100%
de ACR foi eficiente para poupar glicogénio hepatico na primeira hora de
exercicio.

De acordo com os resultados referentes a concentragédo de glicogénio do
musculo gastrocnémio, verificou-se que o grupo da condigdo 1 hora com dieta
suplementada com 100 % de ACR apresentou aumento significativo em
relagdo ao grupo que recebeu dieta controle, mostrando dessa forma a

eficiéncia da suplementagao. Por outro lado, o grupo que foi supiementado com
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oxalacetato, gerar citrato, e posteriormente ser oxidado no ciclo de Krebs. Este
fato é evidenciado pelo aumento da liberacdo de ACR pelo figado, que sdo
captados pelo musculo esquelético. Na fibra muscular, os ACR sdo
consumidos, gerando intermediarios do ciclo de Krebs e Acetil CoA, os quais
podem fornecer seu grupo amino ao piruvato, convertendo-o em alanina. Este
processo de sintese de alanina é predominante em exercicios intensos
(PASQUALE, 1997) no entanto em exercicios moderados esses intermediarios
podem formar glutamina.

SHIMOMURA et al. (2000) estudaram o efeito da dieta suplementada
com ACR no catabolismo dos ACR e no metabolismo de glicogénio em ratos.
Foi verificado aumento da concentragio plasméatica de ACR e da atividade
hepética do complexo enzimatico desidrogenase de a-cetoacido de cadeia
ramificada, enzima limitante da taxa do catabolismo de ACR, sugerindo que a
dieta com ACR possivelmente promova 0 aumento do catabolismo dos ACR.
Esse autores verificaram que entre os grupos em repouso nio houve diferencga
significativa entre as dietas quanto ao contelido de glicogénio hepatico e
muscular (gastrocnémio). Entretanto, nos ratos submetidos a exaustdo, essas
concentragdes foram de 2 a 4 vezes maiores nos ratos que receberam a dieta
suplementada, em relagdo ao grupo controle. Além disso, a atividade do
complexo enzimatico piruvato desidrogenase diminuiu no grupo suplementado
em relagdo ao controle. Os autores concluiram que a dieta suplementada com
ACR é capaz de poupar os estoques de glicogénio no figado e no musculo
esquelético durante o exercicio, € que a redugdo da atividade do complexo

piruvato desidrogenase nesses tecidos esta envolvida nestes mecanismos.

A manutengdo da demanda energética durante o exercicio de longa
durag&o é realizada predominantemente por mecanismos oxidativos, com
elevado consumo de AGL. No entanto, a produgdo de energia através desta via
e dependente, em parte, da continua conversdo de glicogénio em oxaloacetato.
A condensagdo de quantidades proporcionais de oxaloacetato e acetil-CoA em
citrato, regulada pela enzima citrato sintase, inicia o ciclo de Krebs. Essa
reagdo controla diretamente a oxida¢do do acetil-CoA derivado tanto do
piruvato como dos AGL (LANCHA Jr. et al, 1994). A diminuigdo da
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pode estar relacionado com a fadiga central. OKAMURA et al. (1987)
verificaram o aumento da concentragdo de triptofano plasmatico em ratos
submetidos a exaustdo em esteira e DAVIS et al. (1992) também relataram
aumento do TRP, e da razdo TRP/ACR.

BLOMSTRAND et al. (1988) verificaram as concentra¢des plasmaticas
de acidos graxos livres, ACR e TRP total e livre, antes e apdés uma maratona.
Foi observado que a concentragao de AGL aumentou, a de ACR diminuiu e a
de TRP_ aumentou. Segundo os autores, o aumento do TRP_ ocorreu
provavelmente pela elevagdo dos AGL em decorréncia do exercicio,
juntamente com a diminuigdo das concentragdes dos ACR. Tal fato
proporcionou um aumento na razdo TRPJ/ACR, que levaria a um aumento na
passagem do TRP_ pela barreira hemato-encefalica, e entdo a uma elevagio
da sintese de 5-HT. Assim, os autores concluiram que essa elevagao da 5-HT
em areas especificas do cérebro poderia ser responsavel pelo desenvolvimento
da fadiga fisica e/ou mental durante exercicio prolongado.

As concentragdes plasmaticas de AGL neste experimento nédo
apresentaram diferencas significativas em relagdo a condigdo de exercicio (1
hora e exaustdo). Ao observar-se a suplementagdo, ndo encontrou-se
diferengas estatisticas significantes, exceto para os animais que nadaram por 1
hora e consumiram dieta suplementada com 50 % de ACR em relagdo ao
grupo suplementado com 100 % de ACR na mesma condigdo de exercicio (1
hora). Este resultado poderia ser explicado pela intensidade de exercicio, pois
atividades de intensas a moderadas tém como principal substrato de oxidagdo
0s carboidratos (HOLLOSZY et al,, 1998) resultando em uma redugdo na
captagdo e oxidagao dos AGL.

Com relagdo as concentragdes de TRP total, foi observado aumento
significativo com a suplementagdo, sendo essa resposta similar tanto para a
condi¢do 1 hora como para a condigdo exaustdo. Esse resultado demonstra
que a suplementagdo com ACR foi eficiente para aumentar a concentragao de
TRP total nas duas condigdes de exercicio. Por outro lado, a condigéo
exercicio ndo alterou as concentragées de TRP total, conforme observado por
BLOMSTRAND et al. (1988).

ARAUJO Jr, J.A.



6. Discussao 74

Em relagdo aos resultados de 5-HT do hipotalamo ndo foram
encontradas diferengas estatisticas significantes, com excegao do grupo que foi
suplementado com 100 % de ACR na condigdo de exaustdo em relagéo ao seu
respectivo grupo controle. Esses resultados sugerem que a suplementagdo
com 100 % de ACR proporcionou um aumento da concentragdo de 5-HT
cerebral e, assim, seria possivel observar um maior desenvolvimento de fadiga
central nesse grupo. Entretanto, ndo houve diferengas significativas no tempo
de resisténcia ao esforgo dos grupos suplementados em relagdo ao controle.
Entdo, pode-se constatar que tais resultados, para essa intensidade de
exercicio, divergem das propostas descritas para a hipétese da fadiga central,
fato esse que pode ser justificado pela hiperamonemia ocorrida nos grupos que
se exercitaram até a exaustdo. No entanto, pode-se sugerir que existe
associagdo entre exercicio prolongado e extenuante e a maior sintese de 5-HT,

independente das suplementagdes.
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9. ANEXOS

9.1 Parametros biométricos dos grupos sedentarios.

Anexo 1. Valores de referéncia relativos aos parametros biométricos dos

grupos sedentarios com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Parametros Controle 50 % de ACR 100 % de ACR
Peso Inicial 240+ 8 241 + 18 241+ 4
(Q)
Peso Final 386 +7 383 + 26 385+ 12
Q)
Consumo de 21,3+1,0 21,6 £0,8 214+£1,0
Rac¢éo (g)
Estimativa de 508 + 24 770 £ 27 1022+ 70
Consumo de ACR (g)

9.2 Parametros plasmaticos dos grupos sedentarios

Anexo 2. Valores de referéncia relativos aos parametros plasmaticos dos
grupos sedentarios com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Parametros Controle 50 % de ACR 100 % de ACR
Glicose 141+ 9 135+ 10 140 £ 1
(mg/dL)

Glicose/Insulina 28+ 1,6 20+ 1,7 19+24
(ng/dL)
Amébnia 2,15+ 0,10 2,17 £ 0,27 2,26 £0,14
{ng/ml)
TRP Total 7,715 90+1,3 84+0,7
(ng/ml)
AGL 0,15+ 0,04 0,16 £ 0,03 0,16 £ 0,04
(mmol/L)
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9.3 Parametros séricos dos grupos sedentarios

Anexo 3. Valores de referéncia relativos aos parametros séricos dos grupos

sedentarios com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Parametros Controle 50 % de ACR 100 % de ACR
Insulina 79%1,5 7,1+20,7 8,0+1,5
(ng/mil)
Corticosterona 59 + 18 60+ 17 65+ 15
(ng/ml)

9.4 Parametro sanglineo dos grupos sedentarios

Anexo 4. Valores de referéncia relativos ac parametro sangiineo dos grupos

sedentarios com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Parametros Controle 50 % de ACR 100 % de ACR
Lactato 1,3+0,2 1,3+ 0,4 1,3+0,2
(mmol/L)
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9.5 Parametros teciduais dos grupos sedentarios

Anexo 5. Valores de referéncia relativos aos parametros teciduais dos grupos
sedentarios com dieta controle e suplementada (50 % e 100 % de ACR)

Parametros Controle 50 % de ACR 100 % de ACR
Glicogénio hepatico 1,20+ 0,24 1,20+ 0,24 1,18 £ 0,31
(mg/100 mg de tecido)
Glicogénio muscular 0,22 £ 0,03 0,22 +0,04 0,22 £0,05
(gastrocnémio)
(mg/100 mg de tecido)
Glicogénio muscular 0.29 0,07 0,33+ 0,20 0,31 £0,03
(sdleo)
(mg/100 mg de tecido)
5-HT 152 +14 142 + 41 158 £ 41
(hipotalamo)
(pg/mg de tecido fresco)
Proteina hepatica 11,15+ 0,87 13+1,9 11,36 £+ 0,4
{mg/100 mg de tecido)
Proteina muscular 12,38 + 1,1 10,37 £ 1 10,48 £ 2,5

(gastrocnémio)
(mg/100 mg de tecido)
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Anexo 6. Desenho esquematico do aparelho de natagio

Visdo superior

Visao
em corte D
(lateral) ] —p——
A B A
———] =

(Adaptado de ROSSI, 2001).

A: tanques ou cubas de natagdo de PVC com 250 mm de diametro;

B: central de bombeamento, dividido em dois compartimentos (PVC);

C: mangueira para enchimento e esvaziamento do aparelho;

D: Tubo de controle de nivel e retorno;

E: tubo de distribuigdo e recirculagéo;

(C, D e E sdo mangueiras transparentes de polietileno com 0,5 polegada de
didmetro).

Condigbes ideais do uso do aparelho e manuseio dos animais:
* 4agua na temperatura de 29 a 33°C;
» secagem dos animais apos a sessédo de exercicios;
» troca de agua diaria e limpeza do aparelho de natagéo;
» tratamento da 4gua com hipoclorito de sodio.
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