- B\BLlOTECA\
Faculdade de ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sao faulo

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia dos Alimentos
Area de Nutricdo Experimental

Efeitos de dietas suplementadas com aminoacidos de
cadeia ramificada sobre mecanismos de fadiga em ratos

submetidos a exercicio moderado

Gina Falavigna

Dissertacao para obtengao do grau de
MESTRE

Orientador:
Prof. Dr. Julio Orlando Tirapegui Toledo

Sao Paulo
2003

EkLie



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de Pés-Graduag&o em Ciéncia dos Alimentos
Area de Nutrigdo Experimental

Efeitos de dietas suplementadas com aminoacidos de
cadeia ramificada sobre mecanismos de fadiga em ratos

submetidos a exercicio moderado

Gina Falavigna

Dissertacéo para obtengao do grau de
MESTRE

Orientador:
Prof. Dr. Julio Orlando Tirapegui Toledo

Sao Paulo
2003



DEDALUS - Acervo - CQ

LTI

Ficha Catalogrifica
Elaborada pela Divis3o de Biblioteca e
Documentagdo do Conjunto das Quimicas da USP,.

F177e

Falavigna, Gina
Efeitos de dietas suplementadas com aminodcidos de cadeia
ramificada sobre mecanismos de fadiga em ratos submetidos a
exercicio moderado / Gina Falavigna. -- Sdo Paulo, 2003.
94p.

Dissertagdo (mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo. Departamento de Alimentos e
Nutrigdo Experimental.

Orientador: Tirapegui Toledo, Julio Orlando

1. Nutric&o experimental : Ciéncia dos alimentos 2. Esporte :
Nutrigdo 1. T. 1. Tirapegui Toledo, Julio Qrlando, orientador.

641.1 CDD




Gina Falavigna

Efeitos de dietas suplementadas com aminoacidos de
cadeia ramificada sobre mecanismos de fadiga em ratos
submetidos a exercicio moderado

Comissao Julgadora
da
Dissertagao para obteng¢ao do grau de Mestre

Prof. Dr. Julio Orlando Tirapegui Toledo
orientador/presidente

1°, examinador

2°. examinador

Sao Paulo, de







AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Julio Tirapegui, pela orientagdo e confianga, além da
contribuicao e incentivo para o crescimento profissional de seus alunos.

Ao Jonas Alves de Aragjo Jr., pelo trabalho em conjunto,
companheirismo, amizade, e pelos momentos alegres durante esses anos
de parceria.

Ao Rogério Graga Pedrosa, pelo auxilio durante todo experimento,
pelos valiosos conselhos, além da grande amizade.

Ao Marcelo Macedo Rogero, por sua capacidade e disponibilidade em
ajudar aos colegas, pela colaboragdao no desenvolvimento deste trabalho, e
a sua amizade.

A lvanir de Oliveira Pires, pela amizade e imensuravel dedicagio e
auxilio em todas determinagdes experimentais deste estudo.

Ao Prof. Dr. Luis Fernando B. P. Costa Rosa, pela colaboragdo em
ceder seu laboratério para a determinagido de serotonina, além dos
esclarecimentos sobre esse projeto.

Ao Eivor Martins Junior, pelo auxilio e dedica¢gdo na determinagao de
serotonina. Seu modo alegre de ser proporcionou momentos sempre
agradaveis durante o trabalho.

Ao Prof. Dr. Anténio Herbert Lancha Jr., pelo auxilio e atengéo.

A Prof®. Dr*. Inar Alves de Castro, pela ajuda e ateng@o no tratamento
estatistico do relatério enviado a FAPESP.

Ao Prof. Dr. Fernando Moreno, pelo estimulo durante o mestrado.

Aos companheiros de laboratério: Isabela Guerra, Renata Rebello
Mendes, Regina Célia Silva, Sandra Lima Ribeiro, José Donatto Jr., Leandro
Altimari, Mariana Rezende, Luciana Rossi, Nelson Nardo, Maysa Vieira e
Erica Gomes, pela amizade e momentos divertidos.

Aos queridos colegas: Céphora, Cintia, Arlindo, Raquel, Aline,
Thomas, Mali, Tatiana, Patricia, Stella, Beatriz, pelo companheirismo e
agradavel convivéncia.

A Marlene Santos da Rocha pelo auxilio na leitura das amostras de
insulina e corticosterona.



A Joana e Lurdinha pelo café, organiza¢ao, e bom humor.

A Silvania Neves e a todos funcionarios do Biotério da FCF-USP pelo
auxilio com os animais. Ao Edgar Muniz Machado Jr. pelo auxilio no uso dos
equipamentos para mistura de ragao.

Aos Professores do Departamento de Alimentos e Nutrigido
Experimental, pela competéncia em ministrar as disciplinas da Pébs-
Graduagédo, contribuindo sempre de maneira critica e positiva para a
formacgao dos alunos.

A todos funcionarios das Secretarias de Pds-Graduagdo do
Departamento, pela eficiéncia e atencao.

A Ajinomoto Interamericana Indastria e Comércio Ltda. pelo
fornecimento dos aminoacidos de cadeia ramificada para suplementacao
das ragoes.

A FAPESP pelo recurso financeiro cientifico (processo n. 99/03421-8).

A CAPES pela bolsa outorgada.



SUMARIO

Pagina

RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE QUADROS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE ABREVIATURAS
1, INTRODUGAO. ...t r et ee et e e e 01
2. REVISAO DE LITERATURA . ......cootteeceeeeteee ettt 02
2.1.Alguns aspectos do metabolismo dos aminoacidos de cadeia

FAMIFICAAA. ...ccoeeiiriee et ee et se e et ase s e e e e ees 02
2.2 Alteragdes metabdlicas no exerciCio.......c..covueeeereiceiriciviiiicceceeeeee, 03
2.3. Fatores metabdlicos da fadiga..........cccooviiiiirimiiiiici e 07
2.3.1. Fadiga perifériCa..........c.ccieeei it 08
2.3.2. Hipdtese da fadiga central..........ccooeeeiiniiieeiiiieceiceeierceree e 10

2.4 Efeitos da suplementagao com aminoacidos de cadeia ramificada..15
2.4.1. Efeitos positivos da suplementagao com ACR no

(1= 400 (10 07=1 01 Co TR PR 15
2.4.2. Auséncia de efeitos da suplementagao com ACR no

[£=10 T 11 1 T=1 01 (o OO 19
2.4.3. Efeitos da suplementa¢ao com ACR em parametros

(000 o [F]] 4 o TCo o - TSSO P ST 22
2.5. Efeito do exercicio na sintese de 5-HT cerebral...........c.c.ccc.ooecet 26
3. OBJETIVOS ... ...ttt et s st s e s e e eran s es s s s e s e s e aeerenn s ras 29
3.1.0bjetivo Geral.........c..iiiiiici e, 29
3.2.0bjetivos ESpecifiCos...........ccviimiiimecci it 29
4. MATERIAIS E METODOS. ........cooeeeeeeeecieerecvesresee e ve e 30
L O I Y 0¥ 144 = T PO UU S 30
4.2 Dietas experimentais..........ccoiiieeeeiiiicieei it e r e rtneen e e evanaes 30

4.3 . Protocolo de treiNamEento. ........ccoiiniiiieii ettt tree e e e e eaas s e 34



4.4.Grupos experimentaiS...........cocuuieriiriuieeeecriie e reeceee et eeeeeevenanennan 35

4.5.Sacrificio dos animais e coleta das amostras.............ccccoovvievnnnne... .. 36
4.6.Determinagdes experimentais............c.ciivieiieeirriiiccenrecrr e r s 36
T 3 Mt R €11 ToTo - = OSSR 37
4.6.2. Acidos Qraxos IVIES............c.oecuveuereeeeeenieeteeeeeeeietee e eaeeeeeenens 37
4.6.3. AMONIA.... . ottt e et et e e s e e e aa e aanns 38
4.6.4. INSUINA.......coiii e et re e e aee e e e e s 38
4.6.5. CortiCOSIErONa........cooiniiiieeei e etree et ee v v et s 38
4.6.6. Lactato.....c.oooniiii s 39
4.6.7. Glicogénio hepatico e muscular...............ccocociiiiiiiiiiiiieiinin s 39
4.6.8. Serotonina — hipotalamo..............ceemiiiiiiieiiiceereceeee e e e 39
4.6.9. Atividade maxima da enzima citrato sintase..........c.......c.......... 40
4.7 . Analise estatistiCa..............coeiiiiiii 40
5. RESULTADOS ... .ot ere e e e e e e e e e e e eesaene e e na e es nmeas 41
5.1. PESO INICIAL ....ceeeeiirieeeie et 41
B.2. PeSOfINAL.....uiieiiiirriceeecee et e e e 42
5.3. CONSUMO € MAGA0.....ccvvuiieriiiiecii et s et e e nras e s s raaeas 43
5.4. Tempo de tolerancia ao esforgo..........oovverimiciciiiiiiieees 44
5.5. Atividade maxima da enzima citrato sintase............cccccoveeeiieienennn. 45
B5.6. GlICOSE.......ciiiiiiieeieieie ettt it s er e sre e sean s e n e e e 46
B.7. INSUNNA. ...ttt et e ea e na e s s an e s e n e 47
5.8. Indice glicose /iNSUlNG .............ccoreiereeieeiieiieree et ee e 48
3 T 07 e g (Tee 13 (=] (0] T- VU OO 49
B5.10. AMONIA......uueeeeeiiieeieieireereeiree et s e s s rmma e s e n s e 50
L7 I IR =T - 1 (o T OO UUU U 51
5.12. Glicogénio hepatiCo........cccccvmmiemiiiiiiiiiiiiiiinier e e 52
5.13. Glicogénio muscular — gastroCnémio.............ccoenrieiiniieviiiicsaeenes 54
5.14. Glicogénio muscular — SOIEO...........cccciiiiiiiiiiiiiinnen s 55
5.15. Taxa de degradagao de glicogénio hepatico e muscular............ 56
5.16. AcCidOS graxos lIVI€S.........ccceueeiereierererteneeeieece st seeenes 57
5.17. Serotonina — hipotalamoO......... ..o e 58
6. DISCUSSAD. ...ttt e eeceeiirreee e et eaase e renen e s e e se s e sereeaeeeeaeeeanananns 60

6.1. ParGmetros DIiOMEIrICOS. ....ocoii it ieie e eertrae e resieneenncacra e ennss 60



6.2.Parametro de rendimento

................................................................. 60
6.3.Parametros bioquimiCos. .....cccovirveriiieiiiicieicii v 62
6.4.Consideragoes gerais: rendimento x parametros biogquimicos......... 73

7. CONCLUSOES. ...t ctteeeeee ettt e et et e ettt e e ents s vseneenreaean 77
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoueieeeieeeieeeereeses e v 78

ANEXO



RESUMO

Os processos de fadiga durante o exercicio prolongado podem
envolver mecanismos relacionados ao musculo (fadiga periférica) e/ou ao
sistema nervoso central (fadiga central). O desenvolvimento de estratégias
nutricionais, como a suplementagdo com aminoacidos de cadeia ramificada
(ACR), pode representar uma alternativa para melhorar o rendimento
durante o exercicio. Diante disso, o presente estudo avaliou os efeitos de
dietas suplementadas com ACR, de forma crénica, sobre mecanismos de
fadiga em ratos submetidos a4 natagdo. Foram utilizados 54 ratos Wistar
(peso inicial: 240 g) divididos em grupos sedentarios e treinados, que
receberam dieta controle (C), suplementada com 3,57% (S1) ou 4,76% de
ACR (S82) durante 6 semanas. O treinamento em natag¢ao realizado nesse
periodo foi: 1 hora ao dia, 5 vezes por semana, com sobrecarga equivalente
a 5% do peso corporal atada a cauda. No ultimo dia do protocolo os animais
treinados foram sacrificados ap6s 1 hora de natagdo e apés o teste de
exaustao, e os sedentarios foram sacrificados em repouso. Os resultados
obtidos demonstraram que o tempo de natacao até exaustido aumentou em
37% para o grupo S1, e diminuiu em 43% para o grupo S2, em relagédo ao
grupo C. Observou-se que o exercicio prolongado ocasionou redugao da
glicemia, da insulinemia e das concentragbes de glicogénio hepatico e
muscular. Notou-se, ainda, aumento das concentracbes de amodnia
plasmatica, corticosterona sérica, lactato sangiliineo e serotonina do
hipotalamo. Referente ao efeito das suplementagées nos grupos submetidos
ao teste de exaustdo, a dieta S1 aumentou a concentragdo de glicogénio
muscular (séleo) e diminuiu a aménia plasmatica, enquanto a S2 causou
aumento da concentragdo da amodnia plasmatica. Portanto, a dieta S1
promoveu um efeito benéfico no desempenho fisico, provavelmente por
poupar glicogénio no musculo séleo e pela menor concentragéo de amdnia
plasmatica. Diferentemente, a dieta S2 proporcionou um efeito negativo no

desempenho, possivelmente devido a hiperamonemia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Alguns aspectos do metabolismo dos aminoacidos de cadeia

ramificada

Dos vinte aminoacidos do organismo que sdo oxidados no figado, a
musculatura esquelética pode oxidar apenas seis: os aminoacidos de cadeia
ramificada (ACR: leucina, isoleucina e valina), aspartato, asparagina e
glutamato (WAGENMAKERS, 1998). No musculo, os ACR exercem um
importante efeito como substrato de energia durante o exercicio e periodos
de estresse, bem como precursor para sintese de outros aminoacidos e
proteinas (FERRANDO et al., 1995).

A primeira etapa no catabolismo dos ACR nos tecidos periféricos,
catalisada pela enzima aminotransferase de cadeia ramificada (ATCR), é a
transaminagdo reversivel para produzir cetoacidos de cadeia ramificada.
Estes sdo incorporados em proteina, ou circulam pelo organismo para servir
como um importante substrato energético nao apenas na musculatura
esquelética, mas também no cérebro, rins, figado e coragdo (ABUMRAD et
al.,, 1982). Nesses oOrgdos, os cetoacidos de cadeia ramificada sofrem
descarboxilagdo oxidativa (processo irreversivel), catalisada pela enzima
desidrogenase de a-cetoacidos de cadeia ramificada (DCCR), com
conseqiiente geragdo de substratos para o ciclo do acido citrico (HARRIS,
HAWES & POPOV, 1997; PLATELL et al., 2000).

A oxidagdo dos ACR em tecidos isolados pode ser limitada pela
atividade das enzimas transaminase ou desidrogenase, uma vez que suas
atividades podem variar de tecido para tecido, influenciando no metabolismo
dos ACR. Estudos que avaliaram a atividade da enzima DCCR em diversos
tecidos de ratos verificaram atividade aumentada no figado (SHINNICK &
HARPER, 1976), sugerindo que esse 6rgao € um importante local para a



degradagado oxidativa dos cetoacidos de cadeia ramificada. A regulagso do
complexo DCCR é regulado pela fosforilagao (inativagéo) e desfosforilagao
(ativagao), através da DCCR quinase (POPOV et al., 1992; XU et al., 2001).

Os ACR exercem um relevante efeito na homeostase do muasculo-
esquelético. Estudos que avaliaram o efeito da ingestio ou infusdo de ACR
verificaram que altas concentragbes de leucina s3o associadas com a
supressao da protedlise muscular (FERRANDO et al., 1995; LOUARD,
BARRET & GELFAND, 1995). Estudos in vitro demonstraram que a infusdo
de ACR no musculo serve como uma fonte de combustivel oxidativo,
estimula a sintese de glutamina e alanina (ALVESTRAND ef al., 1990:
HOOD & TERJUG, 1990), além de estimular a sintese protéica e inibir a
degradagao protéica, regulando o turnover protéico (FREUND et al., 1979
apud PLATELL et al., 2000 ).

A relagdo entre o metabolismo de ACR e a liberagao de glutamina e
alanina tem sido objeto de diversos estudos. Apds a ingestao de proteinas,
0os ACR e glutamato sdao captados pelo muasculo, e seus esqueletos de
carbono sao utilizados para sintese de novo de glutamina, que € maior no
periodo pés-prandial do que no periodo pds-absortivo. Na rea¢do catalisada
pela enzima aminotransferase de ACR, 0 grupo amino desses aminoacidos
é doado para o a-cetoglutarato para formar glutamato e um a-cetoacido de
cadeia ramificada. Na reagao catalisada pela enzima glutamina sintetase, o
glutamato reage com a aménia para formar glutamina. Alternativamente, o
glutamato pode doar o seu grupo amino para o piruvato para formar alanina
e, desse modo regenerar 0 a-cetoglutarato. Estas reagbes fomecem um
mecanismo para a eliminagao de grupos aminos, a partir do tecido muscular
na forma de carreadores de nitrogénio nao-téxicos, alanina e glutamina
(WAGENMAKERS, 1998).

2.2, Alteragbes metabdlicas no exercicio

O exercicio promove alteragdo do furnover protéico em humanos pelo

aumento do catabolismo e diminuigdo da sintese protéica (DOHM et al.,



1985). Estudos recentes relacionados ao tumover protéico tém enfocado
sobre os principais reguladores da sintese e degradagdo protéica, sendo
observado que a sintese protéica € aumentada em resposta a insulina,
hormdnio do crescimento, leucina e outros aminoacidos, mas é diminuida
pelo exercicio fisico, reduzida ingestao de proteinas na dieta e diminuigao do
estado energético intracelular. Por outro lado, a degradagédo protéica é
aumentada em resposta ao jejum, exercicio e glicocorticoides, e diminuida
pela infusdo de leucina e triacilgliceréis de cadeia média e ingestao de
proteinas. Existem diferentes reguladores em potencial da sintese e
degradacgdo protéica, e o saldo final das mudangas ocorridas sobre o
tumover protéico € dependente da somatéria desses fatores. Entretanto,
durante o exercicio prolongado ocorre um aumento da concentragado
plasmatica de glucagon e glicocorticdides, que poderia promover a -
diminuicao da sintese de proteinas e 0 aumento da degradagédo protéica.
Desse modo, a sinalizagdo endoécrina, considerada o mais potente dos
reguladores do tumover protéico, reforga a ocorréncia de degradagao
protéica durante o exercicio (HARGREAVES, 1995).

Apos o exercicio moderado, de um modo geral, a sintese é maior do
que a degradacéio protéica (BOOTH et al., 1982), portanto ha um balango
nitrogenado positivo e decréscimo na taxa de degradacdo de proteinas
miofibrilares (SEENE, ALEV & PEHME, 1986), em contraste com a aparente
degradagao global observada previamente (PASQUALE, 1997).

A demanda metabdlica do exercicio fisico determinara a efetiva
utilizagao das fontes energéticas, para tanto fatores como intensidade, tipo,
duragdo, ambiente e outros devem ser considerados (GOLLNICK, 1985). Ha
ativacado de sistemas energéticos e metabdlicos especificos de acordo com a
duracdo e intensidade do exercicio, onde entre 50-60 % do VO2 max 0s
principais substratos energéticos sdo a glicose plasmatica, o glicogénio
muscular e os acidos graxos livres (GOODMAN & RUDERMAN, 1982).

A degradacgao da glicose até piruvato (glicélise) fornece a energia para
ressintese do ATP. O ATP gerado deste modo possibilitara o transporte do

piruvato para a mitocondria e sua utilizagdo no Ciclo de Krebs. Na



mitocéndria ha a produgdo de aceti-CoA pela enzima piruvato
desidrogenase, o qual se condensa com o oxaloacetato e forma o citrato,
iniciando o primeiro passo no Ciclo de Krebs. O piruvato também pode
formar oxaloacetato pela agdo da enzima piruvato carboxilase de acordo
com a demanda de Acetil-CoA provinda de acidos graxos livres (LANCHA Jr.
et al., 1995). Com a continua demanda de citrato, esse pode vir a inibir a
enzima fosfofrutoquinase (PFK) da via glicolitica. Como resuitado ha uma
diminuigdo da produgado de energia desta via, fazendo com que outras vias
de fornecimento de energia sejam ativadas, como a via de oxidagdo de
acidos graxos € aminoacidos.

Com a continuidade da atividade até a exaustéo, sem suplementagao,
haverd uma deplecdo de glicogénio que fard com que cada vez mais se
utilizem as outras fontes de energia. No caso dos aminoacidos, estes poderh
responder de 5 a 15 % da energia em exercicios prolongados (BROOKS,
1987; DOHM et al., 1985; GOODMAN & RUDERMAN, 1982). Em relagio ao
metabolismo protéico durante a atividade fisica moderada, ha alteragdo da
concentragdo do pool/ muscular de dois aminodacidos: a alanina e o
glutamato. O glutamato apresenta uma diminuigao intramuscular inicial em
torno de 50-70%, e esta baixa concentracido se mantém ao longo da
atividade até a exaustdo. A alanina apresenta inicialmente um aumento da
sua concentragcdao e liberagdo pelo mudsculo (30 primeiros minutos do
exercicio), e gradualmente retorna aos valores de repouso, para diminuir
somente no momento de exaustdo. Neste momento, também se observa
uma deplegdo dos estoques de glicogénio muscular. Essas alteragbes nas
concentragdes dos aminoacidos se relacionam diretamente com a maior
oxidagao aerdbica dos substratos, produzindo um aumento de ate 80 vezes
na atividade do Ciclo de Krebs. Assim, no inicio do exercicio haveria uma
necessidade de aumento dos intermediarios do Ciclo de Krebs (anaplerose)
para producio de energia (ATP), pela reagio catalisada pela enzima alanina
aminotransferase (BROOKS, 1987).

Como citado anteriormente, com o prosseguimento do exercicio

havera a deple¢do de glicogénio muscular, que promove o aumento na



oxidagdo de ACR, a qual exerce um papel relevante na diminuicdo dos
intermediarios do Ciclo de Krebs. Além disso, 0 musculo comega a utilizar
cada vez mais ACR provenientes da circulagao. Ao mesmo tempo, observa-
se aumento do potencial da enzima responsavel pela oxidagao dos ACR no
musculo (desidrogenase de a-cetoacido de cadeia ramificada), que levaria a
maior taxa de utilizagdo dos ACR plasmaticos (WAGENMAKERS ef al.,
1991; SHIMOMURA ef al., 2000). Com o aumento da oxidagdo dos ACR,
ocorre uma perda de intermediarios do Ciclo de Krebs. Assim, temos taxas
inadequadas de fornecimento de energia e aumento de mediadores
celulares da fadiga, como por exemplo, fons H*, amdnia, entre outros
(SAHLIN, 1992).

O mecanismo de fadiga € mais complexo durante exercicio moderado-
intenso e de longa duragao, sendo que fatores periféricos (musculares) e
centrais (cerebrais) sao dificeis de serem distinguidos. Apdés exercicio de
longa duragdo, sem suplementagido de carboidratos, a glicose sanglinea
diminui devido a deplegdo de glicogénic muscular e, principalmente,
hepatico (SAHLIN, 1992). A hipoglicemia diminui o fornecimento de
substrato energético para o cérebro, o que prejudica varias fungdes do
sistema nervoso central (SNC), se tornando um fator agravante na fadiga. A
aménia, uma potente neurotoxina que também esta relacionada com
prejuizo das fungdes cerebrais, aumenta no plasma, tecidos e cérebro tanto
em exercicios de aita intensidade como de longa duragdo (SAHLIN &
BROBERG, 1990). Ainda, destaca-se a hipdtese de que o aumento da razao
TRPU/ACR, que pode ocorrer no exercicio prolongado devido & oxidagao dos
ACR, altera a oferta de triptofano ao cérebro e sintese de serotonina, o que

influenciaria o desempenho fisico.



2.3. Fatores metabdlicos da fadiga

A sensagao de fadiga pode ocorrer em diversas situagdes, como em
recuperagao cirdrgica, insdnia, disturbios psicolégicos, sindrome da fadiga
cronica, infecgdes e outras desordens relacionadas a saude, as quais
aparentemente nao estdo envolvidas com o musculo (DAVIS & BAILEY,
1997; DAVIS, ALDERSON & WELSH, 2000). Entretanto, a fadiga abordada
no presente estudo estd relacionada ao esforgo muscular voluntario,
induzido pelo exercicio.

Ha uma diversidade de definigées para a fadiga na literatura cientifica,
mas de uma forma geral, pode ser definida como a incapacidade de manter
a forga muscular esperada levando a uma redugao do rendimento durante
um exercicio prolongado (SAHLIN, 1992; GANDEVIA, 1992; NEWSHOLME
& BLOMSTRAND, 1996; DAVIS & BAILEY, 1997; JAKEMAN, 1998). Uma
outra definicdo é do termo exaustdo, que é resultante do estado de fadiga,
ocasionando o témino do exercicio antes do tempo planejado (LEHMAN,
FOSTER & KEUL, 1993).

A fadiga durante o exercicio prolongado € um fenédmeno mulitifatorial,
podendo diferenciar-se em componentes periféricos e centrais. Essa divisao
leva em consideragao fatores metabdlicos interativos: os que afetam
diretamente os misculos referem-se aos mecanismos periféricos, e os que
residem no SNC relacionam-se aos mecanismos centrais (DAVIS, 1995a;
DAVIS & BAILEY, 1997).

PARRY-BILLINGS ef al. (1990) e NEWSHOLME & BLOMSTRAND

(1996) consideram cinco causas metabodlicas principais da fadiga:

a) deplegéo muscular de fosfocreatina;

b) acumulo de prétons no musculo (acidose),

c) deplegao de glicogénio muscular,

d) diminui¢cao da concentragao de glicose sangilinea;

e) alteragao na razao de aminoacidos especificos.



Dessas causas, as trés primeiras estdo relacionadas diretamente com
o muasculo (fadiga periférica), e as duas Gitimas provavelmente relacionadas
com o cérebro (fadiga central).

As pesquisas na area de fadiga tém estudado principalmente a fadiga
periférica, que envolve redugdo na capacidade de trabalho muscular por
implicagdes nas transmissdes neuromusculares. Entretanto, o estimulo para
a contragado muscular € iniciado no cérebro, portanto a fadiga central pode
ocorrer se alteragdes dentro do SNC diminuem a capacidade de enviar
voluntariamente um sinal para as jungdes neuromusculares (DAVIS &
BAILEY, 1997).

2.3.1. Fadiga periférica

A contragdo muscular € um processo que pode ser abordado de
diversas maneiras, como por exemplo: modo de estimulagao, tipo de
freqiéncia, intensidade, duragao, tipo de musculo, caracteristicas das fibras
musculares e espécies (SAHLIN, 1992). Uma hipétese aceita para explicar a
fadiga periférica envolve a insuficiéncia de energia para o trabalho muscular,
conhecida também como “hipétese da deplegido de glicogénio”. A energia,
proveniente de nossa alimentagao, pode ser usada nos diversos trabalhos
bioldgicos do organismo que necessitem energia, entre eles: contragao
muscular; sintese de macromoléculas celulares, transporte ou concentragédo
de compostos na célula (Mc ARDLE, KATCH & KATCH, 1992).

O exercicio prolongado acarreta em baixa concentragao intramuscular
de glicogénio, que também esta associado com o aumento da deaminagao
de AMP, e pela enzima AMP deaminase, ocasiona aumento da
concentragdo de IMP e amoénia. A farmag¢do de IMP é inversamente
relacionada com a concentragdo de glicogénio e parece estar associada ao
estresse metabdlico, uma vez que a concentracido de IMP ¢é relacionada ao
aumento da concentragdo de lactato muscular e decréscimo de PCr
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para seu principal metabdlito, o acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)
(MEEUSEN & DeMEIRLEIR, 1995; DAVIS, 1995a).

Assim, ingestdo dos aminoacidos de cadeia ramificada atuaria
durante o exercicio prolongado na diminuigao da razdo TRP/ACR, pela sua
captagao e oxidagao pelos misculos esqueléticos, reduzindo a passagem de
TRP, pela barreira hematoencefalica, e desse modo, reduzindo a sintese de
5-HT cerebral, conseqilentemente retardando os sintomas de fadiga
(PARDRIDGE & CHOI, 1986; DAVIS, ANDERSON & WELSH, 2000).



14

REPOUSO

oIJTMIMO

BARREIRA
HEMATO-
ENCEFALICA

L, <><.><> ¥ TRPUACR
[
[ «— m= Y AcL

AP»C-—7T0TP0O

EXERCICIO PROLONGADO

Cc
E
- 5-HT R
- » 5-HT B
- 5-HT CR,
BARREIRA
ENCEFALICA - o
e e ;
—_— TRP/ACR A
[ <> L 5
[le» !
L
B = 4aGL A
(= . == \

Legenda:
@ rp [ JAlBUMINA mmAGL <ACR 5-HT: SEROTONINA

Figura 2. Alteragdes dos principais componentes envolvidos na hipétese da
fadiga central durante o repouso e exercicio prolongado. Adaptado de

DAVIS, ANDERSON & WELSH (2000)






16

Porém, houve uma tendéncia no aumento da aménia com a ingestao de
ACR. As concentragdes de ACR plasmaticos apresentaram aumento com a
suplementagao em relagdo ao placebo (1209 £ 119 vs 496 + 44 pM),
enquanto o triptofano livre (9,6 £ 0,9 vs 12,0 £ 1,3 uM) e a razdao TRP./ ACR
(0,009 + 0,001 vs 0,024 + 0,003) apresentou redugéo, em ambos sexos. Os
autores concluiram que a suplementagdo com ACR é capaz de prolongar o
desempenho em exercicio moderado sob calor, podendo ser resuitante da
redu¢ado na razao TRPY ACR.

BLOMSTRAND et al. (1991) constatou que a ingestdo de ACR
durante uma maratona proporcionou um efeito benéfico tanto na
performance mental, quanto fisica, methorando o desempenho fisico dos
corredores mais “lentos” (3,05 h - 3,30 h), embora nao tenha causado efeitos
significantes nos corredores mais “rapidos” (menos de 3.05 h).

BLOMSTRAND, HASSMEN & NEWSHOLME (1991) avaliaram seis
individuos do sexo feminino durante dois jogos de futebol {(com intervalo de 1
semana entre cada) que receberam solugao com 6% de carboidrato
contendo 7,5 g/L de ACR (40% valina, 35% leucina e 25% isoleucina), ou
solugdo placebo. O exercicio ocasionou aumento na concentragao
plasmatica de ACR no grupo suplementado, enquanto houve uma redugao
no grupo placebo. Nao houve alteragdo, antes e apos exercicio, na
concentracao plasmatica de TRP_ no grupo suplementado, entretanto, houve
um aumento no grupo placebo. Foi aplicado um teste para avaliar a
performance mental dos individuos, 2 horas antes do jogo, e dentro de 45
minutos apés o término do jogo. Observou-se que os individuos
suplementados apresentaram melhor performance nesse teste apds o
exercicio, em relagdo a antes do exercicio, sugerindo que a ingestao de
ACR durante o exercicio pode manter ou melhorar o estado mental dos
atletas.

CALDERS et al. (1997) investigaram os efeitos da administragido
aguda de ACR, pré-exercicio, por injecdo 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 alimentagdao ad libitum. Os grupos
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experimentais (placebo ou ACR) foram divididos em: 1) sedentarios (n=6); 2)
30 minutos de exercicio submaximo (n=36); 3) exercicio até exaustio
(n=24). Os animais ficaram por 24 horas de jejum, antes do sacrificio, para
garantir as mesmas condigdes metabdlicas entre os tratamentos. Os animais
do grupo 2 treinaram em esteira durante 3 semanas, 5 dias/semana, a 1.2
km/h e com 0% de inclinagdo por 15 minutos. Apos esse periodo, foram
treinados por mais 1 semana com as mesmas condigbes nos primeiros 4
dias, porém em 30 minutos, e o teste foi realizado no quinto dia, onde
receberam ACR, por injecao intraperitoneal, 5 minutos antes da corrida (de
30 minutos, a 1,2 km/h e 2,5% de inclinagdo), e foram sacrificados apés 35
minutos da injegao. Dos 36 ratos, 18 receberam placebo ou ACR, sendo que
9 de cada foram exercitados ou ndo. Os animais do grupo 3 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 556 minutos na ultima.
Apds 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 inje¢ao placebo ou ACR, sendo que 12 ratos correram até
exaustdo a 1.2 km/h e 8% de inclinagao, (totalizando 4 corridas ate exaustao
em ocasidoes separadas) enquanto os outros 12 foram sacrificados em
repouso. Os principais resultados dos grupos que receberam ACR
comparados aos grupos placebo foram: maiores concentragées plasmaticas
de ACR; menor concentragao na razao TRP/ACR; maiores concentragdes
sanglineas de amoénia durante exercicio € maior tempo de corrida até
exaustdao (ACR: 99 1 9 min, e placebo: 76 + 4 min). Os autores indicaram
que a hiperamonemia provocada pelo exercicio ndo foi a causa imediata da
fadiga, visto que os animais tratados com ACR correram 23 minutos a mais,
mesmo apresentando maiores concentragdes de amonia. Além disso,
sugeriram que o melhor desempenho dos grupos suplementados com ACR
pode ser devido a um efeito central por redugio da captagéo de TRP_ pelo

cérebro, dessa forma reduzindo a formagao de serotonina.
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ACR. O tempo de exercicio até exaustdo nao foi diferente entre os
tratamentos (122 + 3 min). Foram utilizados parametros cinéticos de
transporte (de capilares cerebrais humanos, medidos in vitro), sendo
estimado que os suplementos com ACR reduziram a captagéo de triptofano
cerebral na exaustdao (8-12%), enquanto a ingestdao de triptofano causou
aumento de 7-20 vezes. Os autores concluiram que ndo houve efeito da
ingestao de triptofano ou ACR em solugdo contendo carboidratos no tempo
até exaustdo em estudo controlado em laboratério, sendo que a atividade
serotoninérgica cerebral durante exercicio prolongado contribui pouco para
os mecanismos de fadiga e exaustdo (baseado na estimativa da taxa de
influxo cerebral do triptofano).

PERTRUZZELO et al. (1992) verificaram o efeito da suplementagiao
com ACR sobre indicios de fadiga psicolégica e comportamental. Nove
individuos do sexo masculino treinaram em exercicio prolongado (VO2 max=
65%) apds 2 semanas de suplementacao de placebo ou ACR. As mudangas
comportamentais foram avaliadas antes e apés o exercicio, bem como, o
estimulo ao SNC e performance cognitiva obtidos antes e durante o
exercicio, através de testes especificos. As analises multivariadas ndo
demonstraram efeito da suplementagdo com ACR em nenhuma medida
psicologica, comportamental ou do SNC. O tempo total de exercicio foi
similar entre os grupos, sugerindo que a suplementacado com ACR ndo é
ergogénica. A fadiga psicolégica para ambos grupos (placebo e ACR)
aumentou antes e apds exercicio, e a performance cognitiva, assim como o
estimulo ao SNC melhoraram durante o exercicio.

GALIANO ef al. (1991) avaliaram os efeitos da adicdo de ACR em
tipica bebida esportiva durante exercicio prolongado, em oito ciclistas do
sexo masculino a 70% do VO3 max, €m duas ocasides, com intervalo de 1
semana. Durante 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 sangiineas foram coletadas no repouso e durante o

exercicio, a cada 30 minutos. Os tempos de exercicio até exaustao nao
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glicose e ACR foi de 20 kcal/100 mL. Apbs a exaustido, foram coletadas
amostras de sangue pelo seio retro-orbital e os animais foram devolvidos as
gaiolas. Os tempos até exaustao 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 concentragdes plasmaticas de ACR foram
maiores apés tratamento com ACR, comparado com agua e glicose. Nao
houve diferengas entre os tratamentos para glicemia. A insulinemia
aumentou significantemente no grupo ACR comparado ao grupo glicose,
sendo que este nao diferiu em relagdo ao controle. Foi concluido que o
tratamento com ACR diminuiu o rendimento, e que a secregao de insulina e

inibigao da glicogendlise ocorrem em resposta a ingestao de ACR.
2.4.3. Efeitos da suplementagdao com ACR em pardmetros bioquimicos

BLOMSTRAND & NEWSHOLME (1992) pesquisaram o efeito da
suplementagdo com ACR nas concentragdes de aminoacidos no plasma e
musculo. Para tanto, 58 individuos receberam bebidas contendo uma
mistura de ACR ou placebo (solugio com carboidratos) durante dois tipos de
exercicio prolongado e intenso: corrida de longa distancia de 30 km (7,5g
ACR: 50% valina, 25% leucina e 15% isoleucina, em solugao com 5% de
carboidratos, administrada em 5 vezes) e maratona de 42,2 km (12g ACR:
40% valina, 35% leucina e 25% isoleucina, em solugdo com 6% de
carboidratos, administrada em 14 vezes). As propor¢gées de ACR foram
alteradas do primeiro para o segundo exercicio para garantir uma ingestao
balanceada. Os grupos suplementados apresentaram aumento na
concentragao plasmatica e muscular (vastus lateralis) de ACR, enquanto nos
grupos placebo a concentragdo de ACR diminuiu no plasma e nao se alterou
no musculo. Nos dois tipos de exercicio, o grupo placebo apresentou
aumento de 20-40% na concentragdo muscular de aminoacidos aromaticos
(tirosina e fenilalanina), sendo que a concentragdo plasmatica desses
aminoacidos foi aumentada na maratona. Como a tirosina e fenilalanina nao

sdo captadas e metabolizadas pelo musculo, os autores sugerem que o
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Durante cada prova foi administrada uma bebida com ACR ou agua
flavorizada (placebo). A ingestao de ACR provocou aumento de 135% e 57%
nas concentragdes plasmaticas e musculares, respectivamente, destes
aminoacidos. Com o placebo, essas concentragdes nido se modificaram ou
reduziram ligeiramente no plasma, e no musculo diminuiram em 18%. A
concentragdo de glicogénio muscular diminuiu significantemente com a
administracao do placebo, ao contrario da administragdo de ACR, indicando
que a suplementagdo com ACR pode ter diminuido a degradagao do
glicogénio muscular durante o exercicio.

SHIMOMURA et al (2000) estudaram o efeito de dietas
suplementadas com 4,75% e 6,175% de ACR, de forma crénica, sobre
catabolismo dos ACR e no metabolismo de glicogénio em ratos, durante 4
semanas. Metade de cada grupo foi treinado em esteira por 30 min/dia, 5
vezes/semana, com inclinagdo de 6 ° Foi demonstrado aumento na
concentragdo sérica de ACR e da atividade hepatica do complexo
enzimatico desidrogenase de a-cetoacido de cadeia ramificada, a enzima
limitante da taxa do catabolismo de ACR, sugerindo que as dietas
suplementadas com ACR possivelmente promovem catabolismo dos ACR.
Nos ratos em repouso, nao foi verificada diferenga significativa entre as
dietas no contelido de glicogénio hepatico e muscular (gastrochémio),
entretanto, nos ratos submetidos a 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 (PDH), que regula a oxidagédo da glicose, diminuiu
no grupo supiementado em relagdo ao controle. Os autores concluiram que
suplementagdo com ACR é capaz de poupar os estoques de glicogénio no
figado e no musculo esquelético durante o exercicio, e que a reducdo, no
grupo suplementado, da atividade do PDH nesses tecidos esta envolvida
nestes mecanismos.

BLOMSTRAND, CELSING & NEWSHOLME (1988) mediram as
concentragbes plasmaticas de acidos graxos livres, ACR e TRP total e livre,

antes e apés uma maratona. Foi observado que a concentragido de AGL



25

aumentou, a de ACR diminuiu e a de TRP. aumentou. Segundo os autores,
o aumento do TRP., provavelmente causado pela elevagido dos AGL durante
0 exercicio, juntamente com a diminuigdo dos ACR, proporcionou um
aumento na razao TRPL/ACR que levaria ao aumento na passagem do TRP,
pela barreira hematoencefalica, e entdao a elevagado na sintese de 5-HT.
Assim, essa suposta elevagdo da concentragao da serotonina em areas
especificas do cérebro poderia ser responsavel, pelo menos em parte, pelo
desenvolvimento da fadiga fisica e/ou mental durante exercicio prolongado.
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2.5. Efeito do exercicio na sintese de 5-HT cerebral

O primeiro estudo a demonstrar o aumento da sintese de 5-HT
cerebral em resposta ao exercicio foi publicado em 1963 por BARCHAS &
FREEDMAN, que verificaram aumento na concentragéo de 5-HT no cérebro
de ratos que nadaram até a exaustao.

BAILEY, DAVIS & AHLBORN (1992) examinaram os efeitos da
atividade aumentada de 5-HT na performance e fumover da dopamina
cerebral em ratos. Num experimento, foi administrada intraperitonealmente
quatro doses de agonista da 5-HT (m-clorofenil piperazina, que resulta numa
redugao da atividade motora voluntaria) ou uma dose de solugao salina nos
ratos submetidos a exaustdao em esteira, em cinco ocasides. Observou-se
diminuigdo do tempo até exaustdo, em resposta a administragdo das
maiores doses do agonista. Em outro experimento, ratos foram sacrificados
em repouso e apos 1 hora de esteira, precedidos pela inje¢éo intraperitoneal
do agonista, ou da solugdo salina. A analise de dopamina foi feita em trés
regioes do cérebro: hipocampo, mesencéfalo e estriato; a analise de 5-HT foi
realizada no mesencéfalo. As concentragées de dopamina aumentaram com
0 exercicio nas trés regides cerebrais, assim como as concentragées de 5-
HT no mesencéfalo, que aumentaram significantemente no exercicio em
relagdo ao repouso. Os autores concluiram que a atividade cerebral
aumentada de 5-HT resulta na redugdo do desempenho.

BLOMSTRAND, PERRET & PARRY-BILLINGS (1989) analisaram o
efeito do exercicio prolongado nas concentragées plasmaticas de
aminoacidos e nas concentragées de 5-HT em diferentes regidées cerebrais
de ratos (coértex, cerebelo, hipocampo, estriato, tronco cerebral e
hipotalamo). Os animais foram divididos em grupos sedentarios e treinados,
sendo que estes treinaram em esteira por 11 semanas e foram sacrificados
na condigdo de repouso e apds exaustdo. A corrida até exaustao causou
aumento nas concentragdes plasmaticas de ACR, acidos graxos livres e
TRP,, além de aumento na concentragao de triptofano em todas regides

cerebrais analisadas. O exercicio também causou aumento nas
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concentragbes de S-HT e dopamina no mesencéfalo e hipotalamo, sendo
que nas outras regiées analisadas nao houve diferengas significantes entre a
condigdo de exercicio e de repouso para esses parametros. Segundo os
autores, visto que as concentragées de 5-HT e dopamina aumentaram nas
regides do hipotalamo e tronco cerebral apds exercicio, tal fato evidencia
que estas areas do cérebro podem exercer importante papel nos efeitos
centrais do exercicio, incluindo a fadiga fisica e mental, e aspectos
comportamentais.

GOMEZ-MERINO et al. (2001) avaliaram o efeito da administragio 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
cateterizacdo venosa (para administragdo do suplemento) e microdialise
cerebral, e apdés a recuperagdo cirirgica, passaram por um periodo de
adaptacdo a esteira. No dia do protocolo, dois grupos de 7 animais
receberam 0,3 mL de solugao salina (NaCl 0.9%) ou L-valina (2 mg/100g em
solugao salina), injetadas no catéter, e logo em seguida iniciaram o exercicio
(velocidade de 25 m/min), durante 120 minutos, tempo préximo a exaustéo.
As amostras de didlise foram coletadas no repouso, durante o exercicio, e
durante a recuperag¢ao (de 150 minutos). Outros dois grupos de 10 ratos
foram submetidos ao mesmo protocolo de exercicio, para verificar o efeito do
exercicio e da suplementacdo de valina em parametros plasmaticos. No
grupo salina, as concentragbes extracelulares de 5-HT, 5-HIAA e TRP no
hipocampo aumentaram durante o exercicio. Nos grupos suplementados, as
concentragdes de 5-HT foram mantidas préximas aos valores de repouso
durante o exercicio e recuperagado, € o TRP cerebral diminuiu no final do
exercicio. Nao houve mudancgas entre os tratamentos com relagéo a 5-HIAA.
As concentragcbes plasmaticas de valina aumentaram no grupo
suplementado em relagdo ao controle durante o exercicio e recuperagao. Os
autores evidenciaram que o exercicio agudo e intenso estimulou o
metabolismo de 5-HT no hipocampo de ratos, € que a administragao de L-

valina pré-exercicio preveniu a sintese de 5-HT induzida pelo exercicio.
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SMRIGA et al. (2002) estudaram ratos em duas condigdes: 1) com
livre acesso a atividade em gaiola rotatéria, ragdo, agua e solugado composta
de ACR adicionada de glutamina e arginina (solugdo baseada em ACR). Foi
observada uma relagao positiva entre o periodo escuro de atividade livre na
gaiola rotatoria e preferéncia pela solugido baseada em ACR. Além disso, a
menor sintese de serotonina no hipotalamo lateral caracterizou os ratos que
consumiram a solu¢cao baseada em ACR; 2) outro grupo de ratos foi treinado
em esteira, e uma solugido baseada em ACR foi administrada antes da
corrida, aumentando a razido plasmatica ACR/TRP no final e apés o
exercicio. Ocorreu diminuigdo na sintese da serotonina do hipotalamo lateral
80 min ap6s a corrida. Os autores sugerem um efeito ergogénico, no estudo
da primeira condigdo, pela correlagac entre atividade livre e preferéncia pela
solugdo baseada em ACR. Na segunda condi¢do, foi demonstrado o
envolvimento da regiao do hipotalamo lateral para os efeitos da solugdo
baseada em ACR.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos de dietas suplementadas com aminoéacidos de

cadeia ramificada sobre mecanismos de fadiga em ratos treinados.

3.2. Objetivos especificos

= Verificar a influéncia das dietas suplementadas com diferentes
concentragdes de ACR, administradas de forma crénica, sobre

parametros metabdlicos indicativos de fadiga em ratos treinados;

= Avaliar o desempenho fisico dos grupos experimentais que foram

submetidos ao teste de tolerancia ao esforgo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

O presente estudo foi realizado com ratos albinos Wistar machos,
com peso meédio inicial de 241 + 15 gramas, provenientes do biotério da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Os animais foram mantidos
em biotério com temperatura controlada de 22 + 2 °C, umidade relativa de
60%, em gaiolas individuais, obedecendo a um ciclo invertido 12 horas

claro/escuro, com a luz acesa as 19:00 horas.

O acesso dos animais a alimentagido e agua foi ad libitum, sendo o
consumo de rag¢éo e peso corpdoreo determinados trés vezes por semana. O
peso final foi verificado no dia do sacrificio. Os grupos de animais foram
acompanhados durante periodo total de 7 semanas, sendo a primeira de
adaptagdo somente a0 ambiente e a alimentagdo, e as demais semanas

referentes ao treinamento fisico.

4.2. Dietas experimentais
Foram formuladas trés dietas:

# Dieta controle (C): elaborada de acordo com as recomendagoes do
American Institute of Nutrition (AIN-93M) para manutengdo de roedores
adultos (REEVES, NIELSEN & FAHEY, 1993).

# Dieta suplementada 1 (S1): elaborada de acordo com a AIN-83M, com
adicao de 3,57% ACR.

# Dieta suplementada 2 (S2): elaborada de acordo com a AIN-93M, com
adigao de 4,76% ACR.
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Os aminoacidos utilizados foram doados pela Ajinomoto
Interamericana Induistria e Comércio Ltda.

A tabela 2 apresenta a estimativa do conteudo dos aminoacidos de
cadeia ramificada (ACR) da dieta controle.

Tabela 2. Estimativa do conteido dos ACR da dieta controle (g/kg dieta)

BCAA AIN-93M
L-isoleucina 5,9
L-leucina 10,9
L-valina 7.0
Total 23,8

Na formulagdo das ragdes suplementadas retirou-se a quantidade de
amido correspondente ao acréscimo dos ACR (em gramas), para que
ficassem isocaldricas em relagédo a ragdo nao suplementada, ja que 1g de
proteina e carboidrato correspondem a 4 kcal.

A tabela 3 apresenta a formulagdo das trés dietas oferecidas, de
acordo com REEVES, NIELSEN & FAHEY (1993)
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Tabela 3. Formulagéo das dietas experimentais (g/kg dieta)

Ingredientes C $1 S2
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 0,008 0,008 0,008
L-isoleucina* S ~ 8,85 T
L-leucina* - 16,35 21,8
L-valina* - 10,5 14,0
Total de ACR adicionados - 35,7 47 .6

* suplementagio

As quantidades de minerais e vitaminas das dietas atendem as
recomendagdes especificas para roedores, e sua composi¢do detalhada

esta descrita no anexo 1.

A tabela 4 apresenta a estimativa da composigdao dos nutrientes da

dieta controle.
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Tabela 4. Estimativa da composicdo dos macronutrientes da dieta controle

Nutrientes unidade/kg dieta
Energia total (kcal) 3772,4
Total de proteina (g) 125,8

Total de carboidrato (g) 7273

Total de lipidios (g) 40

% de proteina 13,3

% de carboidrato 771

% de lipidios 9,5

Foi realizada a analise do conteudo protéico dos trés tipos de ragéao
pelo método de Kjedahl (CECCHI, 1999), através da determinagao do teor
de nitrogénio de origem organica. Como o teor de nitrogénio dos diferentes
tipos de proteina é aproximadamente o mesmo, em torno de 16%, multiplica-
se a porcentagem de nitrogénio total encontrado pelo fator 6,25 para obter a
porcentagem de proteina da amostra. Este método baseia-se na digestao da
amostra com acido sulfurico, na presenga do catalisador sulfato de cobre e
do sulfato de potassio. Durante esse processo o nitrogénio da proteina &
reduzido em sulfato de aménia. O sulfato de amédnia é destilado com NaOH
concentrado, onde ocorre a liberagao da amdnia dentro de um volume
conhecido de uma solugido de acido bérico, na presenga de solugao
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 formula esta representada abaixo:

% N = {(mL HCIl 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 = fator de corre¢ao
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Os animais do grupo sedentario ndao foram submetidos a treinamento
durante o experimento, sendo manipulados de modo similar aos animais

treinados, e sacrificados na condigao de repouso.

4.5. Sacrificio dos animais e coleta das amostras

No dltimo dia do protocolo, a ragéo foi retirada das gaiolas 2 horas
antes dos procedimentos (inicio da atividade fisica para os grupos treinados,
e o sacrificio em si para os grupos sedentarios). Todos animais foram
sacrificados por decapita¢do, entre 9:00 e 11:00 horas, com exceg¢do dos
que foram submetidos ao teste de tolerancia ao esforgo, os quais tiveram o
tempo de natagao anotado individualmente.

Foi realizada uma coleta de sangue imediatamente antes do sacrificio
dos animais, através da extremidade da cauda (para andlise de lactato). Em
seguida a decapitagdo, o sangue foi coletado e centrifugado para obtengao
das fragbes de plasma e soro. Ressalta-se que os animais treinados, apoés
serem retirados da agua, foram levemente secos com papel toalha, o
suficiente para impedir que escoasse agua, logo apds a decapitacao, para
dentro dos tubos de coleta de sangue. Logo em seguida, foram extraidos: o
hipotalamo, o figado e os musculos gastrocnémio e sdleo de ambas as
patas, os quais foram pesados, embalados e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. Este processo demorou no maximo 4 minutos para cada
animal, apds sua morte. As amostras de soro, plasma e tecidos foram entao

mantidas em freezer a - 80 °C para posterior analise bioquimica.
4.6. Determinagdes experimentais
Parametros analisados:
* Biométricos: peso corporeo, consumo de ragdo e estimativa do

consumo de ACR;
= Rendimento: teste de tolerancia ao esforgo {ou teste de exaustao);
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= Plasmaticos: glicose, acidos graxos livres, amdnia;

= Séricos: insulina e corticosterona;

= Sanglineo: lactato;

= Teciduais: glicogénio hepatico, glicogénio muscular (gastrocnémio e
soleo) serotonina (hipotalamo) e atividade maxima da enzima citrato

sintase (séleo).
Pardmetros plasmaticos
4.6.1. Glicose

A glicose plasmatica foi quantificada pelo Kit da Labtest Diagnéstica —
Glicose PAP Liquiform, método cinético (GOD/POD). O ensaio é enzimatico,
consistindo na oxidagdo da glicose formando acido gluconico e agua
oxigenada, pela agao da enzima glicose oxidase (GOD). Apés ocorre a
reacdo da agua oxigenada com 4-aminoantipirina e fenol, pela a¢ao da
enzima peroxidase (POD), para resultar no composto antipirilquinonimina.

) GOD . .
Glicose + H,0 + 0, ———— Acido Glucénico + H,0;

- POD L
Hz0, + 4-Aminoantipirina + fenol ———» Antipirilquinonimina + 4H,0
A concentragido de glicose foi inferida pela quantidade de
antipirilquinonimina formada, e medida em comprimento de onda de 505 nm,
em espectrofotometro SHIMADZU UV VIS 1240.

4.6.2. Acidos graxos livres

O método foi realizado segundo REGOUW ef al. (1971) e FALHOLT,
LUND & FALHOLT (1973) o qual se baseia em trés etapas: extragao,
saponificagdo e leitura com reagente colorimétrico. Apoés a extracdo dos
acidos graxos livres das amostras com solvente seletivo (cloroférmio,
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heptano e etanol), o extrato é tratado com nitrato de cobre, formando sabao
de cobre. O metal assim ligado reage com a carbazida e carbazona,
produzindo uma coloragao violeta, que é lida em espectofotometro
(SHIMADZU) a 550 nm de comprimento de onda.

4.6.3. AmoOnia

A determinagdo da amdnia plasmatica foi realizada através do kit da
Sigma Diagnostics, de acordo com o método de RATLIFF & HALL (1979), o
qual se baseia no principio da aminagao redutiva do 2-oxoglutarato, através
da enzima glutamato desidrogenase, com a redugdo da nicotinamida
dinucleotideo fosfato (NADPH). A diminuicao na absorbéncia a 340 nm é

proporcional & concentragdo de amdnia plasmatica.

Parametros séricos
4.6.4. Insulina

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

contador de cintilagido gama (Beckman L600).
4.6.5. 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.
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Paréametro sangtineo

4.6.6. Lactato

Para quantificacdo de lactato foram coletados 25 plL de sangue
diretamente em capilares heparinizados, através da extremidade da cauda
dos animais, que foi seccionada (aproximadamente 3 mm), poucos
segundos antes do sacrificio. A dosagem foi realizada por técnica
eletroquimica (Lactimetro Yellow Springs Instruments, modelo 1500), apés
estabilizagao da amostra com fluoreto de sédio a 2%.

Parametros teciduais
4.6.7. Glicogénio hepatico e muscular

A determinagdo da concentragao de glicogénio muscular e hepatico
foi realizada de acordo com o método descrito por HASSID & ABRAHAM
(1957). As amostras de tecidos (figado, gastrocnémio e séleo) foram
digeridas durante 60 minutos em banho fervente com uma solugdo de KOH
30%. A extragao final do glicogénio foi feita em duas etapas através da
precipitacdo com etanol 70% em banho de agua fervente, o qual foi entdo
quantificado utilizando solugdo de antrona em &cido sulfarico. O acido
promove a hidrélise do glicogénio a glicose, e a antrona reage com a glicose,
produzindo uma coloragcdo esverdeada. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro (SHIMADZU) a 540 nm de comprimento de onda.

4.6.8. Serotonina - hipotalamo

Foi utilizado o método de HPLC com detecgao eletroquimica descrita
por RIBEIRO et al. (1993).
O hipotalamo foi pesado e sonicado em uma solugdo de 0,2 N HCIO,
contendo 0,5 nM de acido ascorbico e 0,1 mg/mi de dihidroxibenzilamina
_ BIBLIOTECA

Faculdade de Ciéncias Earmacéuticas
Universidade de S30 Paulo
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(DHBA), como padrédo interno. O homogenato tecidual (padronizado para
100mg de peso/ml), foi depois centrifugado a 17.000 x g por 15 minutos a 25
°C. O fluido sobrenadante foi entao transferido para centrifiltros com 0,2 ym
e centrifugados novamente a 1.000 x g por 5 minutos com objetivo de
remover pequenas particulas antes da injegcao no HPLC (SARKISSIAN et al.,
1990). As amostras colhidas foram injetadas em sistema HPLC para
determinar o teor de serotonina.

A fase mobvel foi composta de fosfato de sédio (75 mM), acido
heptanosulfénico (0,63 mM), EDTA (0,27 mM), trietanolamina (100 ul/L) e
metanol (12,5% v/iv - pH 3,0). O fluxo foi de 1,0 ml/min e os potenciais
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.

4.6.9. Atividade maxima da enzima citrato sintase

A determinagido da atividade maxima da enzima citrato sintase no
musculo séleo foi realizada de acordo com o método de ALP, NEWSHOLME
& ZAMMIT (1976), baseada no fato de que a reagao do acetil CoA com o
oxalacetato forma citrato e CoA, e o DTNB reage com a CoA produzindo cor

amarelada, absorvido a 412 nm, em espectrofotémetro.

4.7. Analise estatistica

Os resultados de todos grupos experimentais foram submetidos a
analise da variancia (ANOVA) e, logo em seguida, ao Teste de Tukey com
5% de significancia. Foi utilizado o programa Statistix for Windows 7.0.

s e e e
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5.2. Peso final

Os pesos finais dos animais estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Peso final (g) dos grupos experimentais sedentarios e treinados
nas condicdes de 1 hora e exaustao, com dieta controle e suplementada

Grupos C S1 S2
SED 386+7 @ 383+26 @ 385+ 12 @
1H 337+10® 341 +£2® 336+21®
EX 338 +27 ® 340+21® 337 +£23®

Dados expressos como média + desvio padrio
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 35
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significante para p < 0,05
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Figura 3. Peso final dos grupos experimentais

Conforme a tabela 8, ndo houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos treinados (1H x EX) em relagdo ao peso final,
entretanto, estes foram significantemente menores (12%) em relagdo aos

animais sedentarios.
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5.3. Consumo de ragio

Os consumos diarios de ragao dos grupos estdo apresentados na
tabela 9.

Tabela 9. Consumo de ragao (g/dia) dos grupos experimentais sedentarios e
treinados nas condigdes de 1 hora e exaustao, com dieta controle e
suplementada

Grupos C S$1 S2
SED 213+109@ 216+08®@ 214+1,09
1H 216+1,1@ 216+1,0@ 20,7+16@
EX 21,1+09@ 207+20@ 21,5+15®

Dados expressos como média + desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 2,3
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante para p < 0,05

De acordo com a tabela 9, o consumo diario de ragdo ndo apresentou

diferenca significativa entre os grupos quando comparados entre si.



Parametro de rendimento

5.4. Tempo de tolerancia ao esforgo

O tempo total de tolerdncia ao esforgo dos grupos submetidos ao

teste de exaustao & apresentado na tabela 10.

Tabela 10. Tempo de tolerancia ao esforgo (minutos) dos grupos treinados
submetidos a exaustdo com dieta controle e suplementada
Grupos C S$1 S2
EX 222 +47 @ 304 +74® 126 £ 32 ©
Dados expressos como média + desvio padréo

Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 79
Meédias seguidas de mesma letra nao apresentam diferenca estatisticamente significante para p < 0,05

400 - 304
350 -
300 - 222
8 250 - I
S 200 - 126
‘E 150 - T
100 - ////
58 | = % 1
EX-C EX-S1 EX-S2

Figura 4. Tempo de tolerancia ao esforgo dos grupos treinados submetidos a
exaustao

De acordo com a tabela 10 e a figura 4, observou-se diferengas
significantes no rendimento entre os grupos submetidos a exaustdo nas
diferentes dietas. O grupo EX-S1 apresentou maior tempo de natagédo
comparado ao EX-C, de 37%, enquanto que o grupo EX-S2 obteve menor
tempo, de 43% e 59%, em relagdo aos grupos EX-C e EX-81,

respectivamente.
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Parametros bioquimicos

5.5. Atividade maxima da enzima citrato sintase

A atividade maxima da enzima citrato sintase é apresentada na tabela
11.

Tabela 11. Atividade maxima da enzima citrato sintase no musculo sdleo
(pmol/min/g de tecido) nos grupos sedentarios e treinados (1 hora e
exaustao)
Grupo SED 1H EX
3,37+0,73@ 584+133© 5,95+ 1,05 ®

Dados expressos como média t desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 1,60
Meédias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante para p < 0,05

] 5,84 5,95

] l

umol/min/g tecido
O =_2NWAON®
1
_‘

SED 1H EX

Figura 5. Atividade maxima da enzima citrato sintase nos grupos sedentarios
e treinados

Conforme a tabela 11 e a figura 5, os grupos treinados (1H e EX)
apresentaram aumento significante na atividade da enzima citrato sintase

(75%) em relagao aos sedentarios.
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5.6. Glicose

As concentragbes plasmaticas de glicose dos grupos estdo
apresentadas na tabela 12.

Tabela 12. Concentragao plasmatica de glicose (mg/dL) dos grupos
experimentais sedentarios e treinados nas condigdes de 1 hora e exaustao,
com dieta controle e suplementada

Grupos C S$1 S2
SED 141+9® 136 £ 13 @ 140+ 11 @
1H 145 £ 34 @ 148 £ 13 @ 144 + 15 @
EX 56 + 14 ® 61+13® 55+ 13 ®

Dados expressos como média * desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 31
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante para p < 0,05

145 144
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Figura 6. Concentragao plasmatica de glicose dos grupos experimentais

Conforme a tabela 12, nao houve diferengas estatisticamente
significantes na concentragcdo plasmatica de glicose entre os grupos com
relacao as dietas.

Entretanto, verificou-se diminui¢cdo significante de 60% da glicemia

nos grupos submetidos A exaustdao quando comparados aos grupos com 1
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hora de natagdo e sedentarios, sendo que n3o ocorreram diferencas

significantes entre estes dois grupos quando comparados entre si.

5.7. Insulina

As concentragdes séricas de insulina dos grupos estdo apresentadas
na tabela 13.

Tabela 13. Concentragdo sérica de insulina (ng/mL) dos grupos
experimentais sedentarios e treinados nas condi¢bes de 1 hora e exaustio,
com dieta controle e suplementada

Grupos C $1 S2
SED 789+148@ 712+066@ 7,99+1,53@
1H 3.03+0,73® 289+053®) 3584+035®
EX 1,48 + 0,30 ©@ 1,43+0,28 @ 2,14 + 0,27 o9

Dados expressos como média + desvio padrae
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 1,55
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante para p < 0,05
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Figura 7. Concentragéo sérica de insulina dos grupos experimentais

De acordo com a tabela 13, ndo houve diferengas significantes entre
os grupos com relagdo as dietas. Também nao foram observadas diferengas

estatisticas entre os grupos treinados (1H x EX), todavia estes apresentaram
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redugdo de aproximadamente 3,2 vezes quando comparados aos
sedentarios.

5.8. indice glicose / insulina

Os indices glicose / insulina dos grupos estido apresentados na tabela
14.

Tabela 14. indices glicose / insulina dos grupos experimentais sedentarios e
treinados nas condicdes de 1 hora e exaustdo, com dieta controle e
suplementada

Grupos C 1 S2
SED 18+3@ 19+3@ 18+3®@
1H 44+ 9© 53+13© 417 ®
EX 40+ 11 ®9 46+ 13 © 26 + 7 @

Dados expressos como média + desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga:
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente mgmﬁwnte para p < 0,05
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Figura 8. Indices glicose / insulina dos grupos experimentais

Conforme a figura 8, o grupo EX-S2 apresentou redugdo significante
do indice glicose / insulina em relagdo ao EX-S1, e tendéncia de redugédo em
relagdo ao EX-C. Nas condigbes SED e 1H, ndo houve alteragbes
significantes entre 0s grupos quanto as dietas.
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5.9. Corticosterona

As concentragbes séricas de corticosterona dos grupos estao
apresentadas na tabela 15.

Tabela 15. Concentragdo sérica de corticosterona (ng/mL) dos grupos
experimentais sedentarios e treinados nas condigdes de 1 hora e exaustao,
com dieta controle e suplementada

Grupos C S1 S2
SED 59+ 18 @ 6017 @ 65+15@
1H 126 £ 19 ® 123 £13 ®9 188 +20 @
EX 152 + 16 © 119 + 15 & 213+26 @

Dados expressos como média + desvio padrdo
Vaior critico de Tukey com 95% de confianga: 34

Médias seguidas de mesma letra ndc apresentam diferenca estatisticamente significante para p < 0,05

300 7
250 -

200 -

150 - 136 123

100 - 60

O .
.

0 T i
SED 1H EX

ac
BS51
BSs2

b

ng/mL

1_]_9

DI

MW\

Figura 9. Concentragao sérica de corticosterona dos grupos experimentais

Conforme os resultados da tabela 15, as concentragbes séricas de
corticosterona dos grupos treinados com dieta S2 apresentaram aumento
significante em relagdo aos grupos com dietas C e S1 em ambas condigdes,
de 51% para 1H, e de 57% para EX.

Verificou-se aumento significante de aproximadamente 2,5 vezes dos
grupos treinados em comparagao aos sedentarios.
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5.10. Amodnia

As concentragdes plasmaticas de amodnia dos grupos estiao
apresentadas na tabela 16.

Tabela 16. Concentragdo plasmatica de amoénia (pg/mL) dos grupos
experimentais sedentarios e treinados nas condigdes de 1 hora e exaustao,
com dieta controle e suplementada

Grupos C S1 S2
SED . 2,15+0,10@ 217+027 @ 2,26+ 0,14 @
1H ' 2,76 £+0,52 @ 2,56 +0,40®@ 335+0,82@
EX 9,54+203© 6,28 + 0,95 ® 12,76 £ 0,92 @

Dados expressos como média + desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 1,66
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante para p < 0,05
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Figura 10. Concentragéo plasmatica de amdnia dos grupos experimentais

De acordo com a tabela 16, observou-se que os grupos SED e 1H
néo apresentaram diferengas estatisticamente significantes na concentragao
plasmatica de amdnia com relagéo as dietas.

O grupo EX-S2 apresentou valores significantemente maiores em
relagdo ao EX-C e S1, de 33,7% e 103,5% respectivamente, e 0 EX-S1

apresentou diminuicao de 34,2% comparada ao C. Os grupos da condigcao
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De acordo com a tabela 18, ndao foram observadas diferencas
significantes na concentragao de glicogénio hepatico entre os grupos quanto
as dietas.

Houve redugao significante nos grupos com condigao de exaustao em
relagdo aos de 1 hora, de 86,8%, 54,2% e 59,5% com dietas C, S1 e S2,
respectivamente. Apesar de n&o significante, observou-se uma forte
tendéncia dos grupos EX-S1 e S2 apresentarem aumento (225%) em
relagdo ao EX-C.

Além disso, o0s grupos treinados apresentaram valores
significantemente menores em relagao aos sedentarios.
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5.13. Glicogénio muscular — gastrocnémio

As concentragdes de glicogénio do musculo gastrocnémio dos grupos

estdo apresentadas na tabela 19.

Tabela 19. Concentragao de glicogénio muscular - gastrocnémio (mg/100 mg
de tecido) dos grupos experimentais sedentarios e treinados nas condigbes
de 1 hora e exaustao, com dieta controle e suplementada

Grupos C S1 52
SED 0,22 +0,03 @ 0,22+0,04 @ 0,22+ 0,05 @
1H 0,20 + 0,06 @ 0,24 + 0,06 @ 0,21+ 0,05 @
EX 0,11 +£0,03© 0,13 + 0,03 ® 0,10 £ 0,02 ©

Dados expressos como media ¢+ desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 0,07
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenga estatisticamente significante para p < 0,05
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Figura 13. Concentragao de glicogénio muscular (gastrocnémio) dos grupos
experimentais

De acordo com a tabela 19, ndo foram observadas diferengas
significantes na concentragdo de glicogénio muscular entre os grupos quanto

as dietas.
Nos grupos treinados foi verificada diminuigao significante de 50% na

condicdo de exaustdo em relagdo a condicdo de 1 hora. Nao foram
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observadas diferengas significantes nos grupos 1H com relagdo aos

sedentarios, ao contrario dos EX.

5.14. Glicogénio muscular — séleo

As concentragdes de glicogénio do musculo séleo dos grupos estdo

apresentadas na tabela 20.

Tabela 20. Concentracdo de glicogénio muscular - séleo {(mg/100 mg de
tecido) dos grupos experimentais sedentdrios e treinados nas condi¢gdes de
1 hora e exaustdo, com dieta controle e suplementada

Grupos Cc S$1 S2
SED 0,29 + 0,07 ® 0,33 + 0,02 & 0,31 £ 0,03 (P9
1H 0,33 + 0,08 @ 0,41+0,02@ 0,34 + 0,03 %@
EX 0,23+0,05@ 0,33 + 0,05 @ 0,24 +0,03@

Dados expressos como média + desvio padrao
Valor critico de Tukey com 95% de confianga: 0,09
Médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significante para p < 0,05
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Figura 14. Concentragdo de glicogénio muscular (séleo) dos grupos
experimentais

Observou-se, conforme a tabela 20, que as concentragbes de
glicogénio do musculo séleo na condicdo EX apresentaram aumento
significante de 40% no grupo S1 em relagdo aos grupos C e S2. Na
condigao EX em relagdo a condigdo 1H, houve diminui¢éo significante nos
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Conforme os resultados da concentragdo de serotonina hipotalamica
descritos na tabela 23, ndo houve diferenga significante entre os grupos
guanto as dietas. Observou-se uma tendéncia de aumento (34%) nos grupos
da condi¢do de exaustdao quando comparados aos da condigao de 1 hora.
Além disso, nos grupos submetidos 4 exaustao, houve aumento significante

de 2,3 vezes em relagdo aos sedentarios.
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6. DISCUSSAO

No presente experimento foram estudados os efeitos de dietas
suplementadas com aminoacidos de cadeia ramificada (ACR), de forma
crénica, em ratos treinados em natagdo com atividade moderada, visando
estabelecer sua relagdo com a fadiga. Os animais exercitados tiveram o
mesmo protocolo de treinamento durante as seis semanas, sendo que no
ultimo dia do experimento foram sacrificados em duas condigbes: apos 1
hora de natagdo e apds o teste de tolerancia ao esforgo. Assim, foram
pesquisados os mecanismos que levam a fadiga, bem como a relagao

destes com a fadiga periférica e/ou central.

6.1. Parametros biométricos

Todos os grupos apresentaram a mesma média de peso inicial (tabela
7), e ao término do experimento nao houve diferenga estatisticamente
significante no peso final para os grupos treinados. Isso demonstra que as
dietas suplementadas (S1 e S2) ndo interferiram no peso final desses
grupos. Entretanto, os grupos treinados (1H e EX) apresentaram redugao
significante no peso final de aproximadamente 12% em relagdo aos
sedentarios (tabela 8), sendo que este resultado pode ser atribuido ao
aumento no gasto energético provocado pelo exercicio fisico (CALLES-
ESCANDON & HORTON, 1992).

O consumo de ragao nao se diferiu entre os grupos (tabela 9),
indicando que as suplementagdes com ACR nao modificaram o consumo
alimentar dos ratos, assim como os resultados encontrados por
ANDERSON, TEWS & HARPER (1990) e SHIMOMURA et al. (2000), que
também administraram ACR em ratos através da dieta.

Na literatura pesquisada é possivel constatar diferentes técnicas
associadas a administragao de suplementos a animais com ACR ou outros
aminoacidos. Tais métodos podem ser: inje¢ao intraperitoneal, segundo
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0 mesmo protocolo citado anteriormente, porém em ratos com 24 h de jejum,
encontraram aumento de 30,3% no grupo suplementado em comparag¢éo ao
placebo. Estudos com humanos também verificaram efeitos benéficos da
suplementagdo com ACR no rendimento, tais como HEFLER et al. (1995),
MITLEMAN, RICCI & BAILEY (1998) e BLOMSTRAND et al. (1991).

6.3. Parametros bioquimicos

A eficiéncia do protocolo de treinamento utilizado foi avaliada pela
atividade maxima da enzima citrato sintase, e como os resultados entre os
grupos suplementados e controle foram homogéneos, estes foram
agrupados nas condi¢des SED, 1H e EX. Observou-se aumento de 75% na
atividade da enzima citrato sintase nos grupos treinados em relagdo ao
sedentario (tabela 11), o que indica que a natag3o realizada com sobrecarga
de 5% do peso corpéreo aumentou a capacidade oxidativa da musculatura
treinada (LANCHA Jr. et al., 1995).

Quanto ao perfil glicEmico em nosso estudo, este n&o foi influenciado
pelas suplementagdes, visto que nao foram verificadas diferencas
significativas entre os grupos com relagdo as dietas. Nao foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos na condigdo de 1 hora e os
sedentarios (tabela 12), de acordo com os resultados de SHIMOMURA et al.
(2000). Entretanto, ocorreu diminuigao da glicemia na condigao de exaustao
em relacdo a condigdo de 1 hora de natagdo, em concordancia com os
resultados de LANCHA Jr. (1991).

Segundo SAHLIN (1992), a concentragdo da glicose plasmatica
diminui apés exercicio prolongado devido a deple¢ao do glicogénio hepatico,
podendo prejudicar o sistema nervoso central (SNC). Sabe-se que o sistema
nervoso central, ao contrario do tecido muscular, utiliza preferencialmente
glicose sangiiinea como substrato energético, e sua atividade pode ser
prejudicada quando ocorre hipoglicemia (NEWSHOLME & LEECH, 1988).
Deste modo, a manutengdo da glicemia durante a atividade fisica, a partir da
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a diminuicdo dos estoques de glicogénio hepatico, verificada no exercicio
fisico aumenta a capacidade do figado de sintetizar glicose e uréia a partir
da glutamina sendo este mecanismo dependente, também, do aumento da
concentragao sangiinea de glicocorticéides e glucagon (BORBA-MURAD ef
al., 1998).

Conforme KOYAMA et al. (1998), ratos submetidos ao exercicio
agudo (esteira) apresentaram elevagao significativa das concentragdes
séricas de corticosterona (2,5 vezes) apds 120 minutos de exercicio. No
estudo de ROGERO (2002), os animais submetidos ao teste de exaustao
(natacado) em atividade intensa apresentaram aumento da concentragio de
corticosterona sérica de 2,5 a 3,1 vezes, e diminuicdo média da insulina de
50%, em comparagdo aos seus respectivos grupos sedentarios.
SHIMOMURA et al. (2000), assim como em nosso estudo, suplementaram
os animais com ACR através da dieta em duas doses diferentes,
apresentaram diminuicdo média da insulina em 51% dos grupos treinados
(esteira) em relacao aos sedentarios, também nao encontrando diferengas
significantes quanto as dietas. ROSSI (2001) também observou diminuigcao
significativa de aproximadamente 57% na insulina sérica em ratos
submetidos a exaustao (natagdo) em atividade moderada, em comparagéo
aos sedentarios. Dessa forma, os resultados desses estudos estido de
acordo com os do presente trabalho, no qual houve aumento significativo,
nos grupos exercitados, de aproximadamente 2,5 vezes na concentra¢ao de
corticosterona sérica (tabela 15), e queda significativa de aproximadamente
3,2 vezes para a concentragao de insulina sérica (tabela 13), em relagao aos
sedentarios, reforcando as consideragbes assinaladas de que esses
parametros sdo aiterados no exercicio fisico.

Verificou-se uma forte relagdo entre os resuitados da concentragao de
amoénia e do tempo de tolerancia ao esforgo, visto que em ambos
parametros houve diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
C, S1 e S2, constatando uma relevante influéncia da amdnia no

desempenho desses grupos treinados:
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-EX-S2: maior concentragdo de amdnia e menor rendimento;

-EX-S1: menor concentragdo de aménia e maior rendimento;

-EX-C: concentragédo de aménia e rendimento intermedidrios aos EX-S1 e
S2.

ROSSI (2001) também encontrou menor concentragdo de amédnia no
grupo treinado submetido ao teste de exaustdo e suplementado com ACR
em comparagdo ao grupo controle, sendo que o mesmo também apresentou
maior tempo de natagdo até exaustao em comparagdo ao controle. O estudo
de CALDERS et al. (1997) apresentou maior tempo de corrida até exaustao
no grupo suplementado com ACR em relagao ao placebo, entretanto, em
discordancia com nossos dados, esse grupo apresentou maior concentragio
de amodnia. A controvérsia entre os resultados de amdénia plasmatica desses
estudos pode ser justificada pelas diferengas nos protocolos experimentais,
tais como: a via de administragao, a quantidade e o tempo de ingestao do
suplemento com ACR. Ressalta-se que a forma de administragdo do
suplemento utilizado por ROSSI (2001) e no presente experimento foi
crbnica e através da dieta, 0o que pode ter proporcionado um efeito
adaptativo, uma vez que na maioria dos estudos com animais é de forma
aguda e através de gavagem ou inje¢ao intraperitoneal.

E fato conhecido que a aménia plasmatica aumenta durante o
exercicio (BANISTER, RAJENDRA & MUTCH, 1985; ERIKSSON et al., 1985
apud OKAMURA et al., 1987) tanto de alta intensidade e curta duragdo como
em exercicios prolongados (SAHLIN & BROBERG, 1990; SAHLIN, 1992),
sendo que sua produgdo comega no inicio do exercicio e aumenta
progressivamente (HARGREAVES, 1995). A sintese de amdnia no musculo
pode se originar da atividade do Ciclo Purina Nucleotideo, pela deaminagao
do AMP em IMP, ou pela maior captagdo muscular de BCAA para oxidagao
(BANISTER, RAJENDRA & MUTCH, 1985; BIANCHI, GROSSI &
BARGOSSI, 1997). A amdnia circulante é captada pelo figado e uma grande
parte é detoxificada no ciclo hepatico da uréia. Entretanto, a formagao
acelerada de aménia tende a exceder a detoxificagdo hepatica devido a

diminuigdo do fluxo sangliineo hepatico, que diminui durante exercicio
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moderado cerca de 30%, e intenso cerca de 50-60 % (FELIG & WAHREN,
1971, OKAMURA ef al., 1987). A aménia também pode ser removida pela
formacgdo de glutamato, catalizada pela enzima glutamato desidrogenase;
pela sintese de glutamina, catalizada pela glutamina sintetase; por reagdes
de transaminagdo dos a- cetoacidos a aminoacidos, além da difusdao de
aménia do tecido para o sangue (BANISTER, RAJENDRA & MUTCH, 1985).

Assim, o fluxo da aménia produzida na musculatura esquelética
exercitada faz com que o figado atue na detoxificagio, e 0 sangue como
difusor e reservatorio temporal da amdnia circulante. Alguns pesquisadores
afirmam que a concentragdo plasmatica de amdnia é o parametro mais
adequado de avaliagdo da intensidade do exercicio do que o lactato, ja que
sob condigdes de exercicio estressante a producao de aménia é diretamente
proporcional a atividade da musculatura (BANISTER, RAJENDRA &
MUTCH, 1985). Portanto, esta hiperamonemia na musculatura pode levar a
fadiga periférica, podendo comprometer outros o6rgaos, como figado e
cérebro, gerando fadiga central por excesso de amdnia no cérebro e
incapacidade de detoxificagdo dos érgaos periféricos. Fatores como:
aumento na permeabilidade da barreira hemato-encefalica aos aminoacidos
neutros, aumento plasmatico dos AGL, corpos cetdnicos e diminuig¢do nos
contetudos de glicogénio hepatico, muscular, cardiaco e cerebral, podem
estar associados a hiperamonemia. Dessa forma, a hiperamonemia induzida
pelo exercicio prolongado é relacionada, na literatura, tanto a fadiga central
como periférica (BIANCHI, GROSSI & BARGOSSI, 1997, BANISTER,
RAJENDRA & MUTCH, 1985, MUTCH & BANISTER, 1983, BANISTER &
CAMERON, 1990; MITTLEMAN, RICCI & BAILEY, 1998).

De acordo com os dados de diferentes autores, as concentragdes
sanglineas de amobnia em exercicios de intensidade moderada (< 50% VO,
max) Ndo sdo alteradas de forma acentuada, enquanto um aumento mais
evidente aparece em intensidades de 70-80% VO; max, € um aumento
desproporcional quando a intensidade & de 100% VO2 max. (SCHLICHT et
al., 1990; KATZ et al., 1986). Além do exercicio, tem sido demonstrado que a
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ingestdo de ACR aumenta a aménia plasmatica (MacLEAN & GRAHAM,
1993; MacLEAN, GRAHAM & SALTIN, 1994, VAN HALL et al., 1995;
MITTLEMAN, RICCI & BAILEY, 1998), sendo também relatada uma
produgao elevada de amoénia plasmatica com suplementacio de ACR
associada a exercicio prolongado (MacLEAN, GRAHAM & SALTIN, 1994;
MacLEAN & GRAHAM, 1993; CALDERS, 1999; CALDERS et al, 1997;
OKAMURA et al, 1987). Segundo BANISTER, RAJENDRA & MUTCH
(1985) e BIANCHI, GROSS! & BARGOSSI (1997), a hiperamonemia indica
menor ressintese de ATP com aumento da atividade do Ciclo Purina
Nucleotideo, que esta relacionado com a fadiga regional e periférica.
Conforme as consideragdes descritas, observamos em nossos
resultados que o acentuado aumento de amdnia no grupo EX-S2 pode ter
sido altamente téxico, induzindo a fadiga precoce, podendo estar
relacionado tanto a fadiga muscular quanto a cerebral. Esse fato
possivelmente esta associado a maior quantidade de ACR consumida pelo
grupo, que pode ter ocasionado uma limitagdo na capacidade de
detoxificagao de amoénia. Entretanto, 0 oposto ocorreu no grupo EX-S1, que
apresentou menor concentragdo de aménia. Esse resultado pode ter sido
causade por um mecanismo de detoxificagdo de amdnia mais eficiente
(MENEGUELLO et al., 2003), e desse modo, ter contribuido para o melhor
desempenho desse grupo. Nesse caso, acreditamos que esse “nivel” de
suplementagao tenha sido benéfico durante a atividade fisica, e dessa
forma, retardou por mais tempo o processo de fadiga. Ja para o grupo EX-C,
supbe-se que o exercicio fisico prolongado per se seja o responsavel por
sua amonemia, ja que esse grupo nao recebeu suplementa¢ao com ACR.
Foram observados aumento significante nas concentragdes de
amoénia plasmatica nos grupos com condigdo de exaustao em relagdo aos
sedentarios, de aproximadamente 4,3 vezes (tabelas 16). ROGEROQ (2002),
submetendo ratos ao teste de exaustdo em atividade intensa, verificou
aumento na concentragdo de amoénia no plasma de aproximadamente 7
vezes em relagéo aos grupos sedentarios. Resultados semelhantes também
foram verificados por SAHLIN, KATZ & BROBERG (1990) quando
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submeteram individuos ao exercicio em ciclo ergdmetro até a fadiga. Assim
sendo, o aumento acentuado da concentragcdo de amoénia imediatamente
antes do processo de fadiga esta relacionado possiveimente ao aumento da
deaminagcdo do AMP intramuscular decorrente do déficit de energia, da
deplecdo dos estoques de glicogénio e da redugdo das concentragbes de

piruvato e intermediarios do Ciclo de Krebs.

Com relagdao as concentragbes de lactato sangliineo deste
experimento, nao foi demonstrada influéncia das suplementa¢gdes sobre
esse parametro. Alguns estudos mostram que exercicios de intensidade
moderada causam apenas ligeiro aumento nas concentragées de lactato,
bem como pequena redugédo nas concentragdes plasmaticas de bicarbonato.
Ao contrario, exercicios de alta intensidade causam acentuada redugdo no
pH (SHARP et al., 1986) associada a elevagao nas concentragdes de lactato
e ions hidrogénio, este Ultimo apontado como a principal causa na redugao
do desempenho fisico, geradora de fadiga (IBANEZ et al., 1995). Entretanto,
no presente estudo houve um aumento médio significativo de 13 vezes do
grupo 1H em relagdo aos sedentarios, demonstrando que o exercicio
moderado, no qual os grupos treinados foram submetidos, foi capaz de
proporcionar uma elevagao acentuada nesse parametro.

As concentragdes de glicogénio hepatico e muscular (gastrocnémio)
ndo diferiram entre os grupos quanto ao tipo de dieta, com excegédo do
glicogénio no musculo sdleo, onde o grupo EX-S1 apresentou maior
concentracio em relagdo aos EX-C e S2 (tabelas 18, 19 e 20). Todos os
grupos treinados apresentaram valores significativamente menores de
glicogénio hepatico em relagdo aos sedentdrios, constatando a utilizagao
desse substrato durante o exercicio. Para o glicogénio muscular, no
gastrocnémio, apenas nio houve diferenca nos grupos 1H em relacao aos
sedentarios, indicando que atividades com menor duragdo, como 1 hora de
natagdo, consomem menos glicogénio nesse musculo. No sdleo, tanto os
grupos 1H quanto os EX nao apresentaram diferengas significativas em
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que a dieta suplementada com BCAA aumenta o catabolismo dos BCAA no
figado. Além disso, tem sido reportado que a ressintese de glicogénio
hepatico & promovida pela supressao da ativagio do complexo enzimatico
piruvato desidrogenase (PDH) em ratos (HOLNESS, FRENCH & SUGDEN,
1986), portanto esse complexo exerceria um importante papel na sintese de
glicogénio, embora se necessite de mais estudos para elucidar tal
mecanismo.

Desse modo, no presente estudo as dietas suplementadas com BCAA
(51 e S2) apresentaram maior concentragio de glicogénio hepatico em
relagdo a dieta controle, entretanto, apresentaram tempos de natacgdo
totaimente distintos (S1: 304 min e S2: 126 min). Para melhor entendimento
do processo de utilizagdo do glicogénio pelos grupos exercitados até a
exaustao, foi realizado o caiculo da taxa de degradagao de glicogénio.
Assim, pode-se observar claramente (tabela 21) que o grupo S1 apresentou
menores taxas de degradacao de glicogénio hepatico e muscular por minuto
de natagdo em relagao aos grupos C e S2, o que pode ter sido essencial
para seu melhor desempenho. Em contrapartida, o grupo S2 apresentou
maiores taxas de consumo de glicogénio hepatico e muscular por minuto de
natagao em relagao aos grupos C e S1, o que pode ter relagido com seu
menor desempenho.

Segundo WAGENMAKERS (1998), com a inten¢do de manter a
atividade do metabolismo oxidativo, o figado e a musculatura esquelética
aumentam a utilizagdo de aminoacidos circulantes para producao de
energia. O tecido muscular, ao contrario do figado, € capaz de oxidar
somente seis aminoacidos: isoleucina, valina, leucina, aspartato, asparagina
e glutamato. O catabolismo destes aminoacidos pelo tecido muscular
mantém a atividade oxidativa, ao gerar intermediarios para o ciclo de Krebs.
No figado, servem como substratos para sintese de glicose a partir da
neoglicogénese. Durante exercicio fisico prolongado, o glicogénio muscular
apresenta-se como 0 combustivel primario, porém, a diminuicdo da sua
concentragdo acarreta na diminuigdo do fluxo de substratos pela via
glicolitica e diminuigdo da taxa de oxidagao de acidos graxos livres pelo ciclo
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de Krebs. De acordo com os estudos sobre a participagédo da enzima alanina
aminotransferase no processo anaplerdtico de intermediarios do ciclo de
Krebs durante o exercicio, a queda da concentragio de glicogénio muscular
leva a diminuigio da capacidade de anaplerose e, conseqiente diminuigéo
dos intermediarios do ciclo de Krebs. Este fato acarreta na diminui¢do da
atividade desse ciclo levando a diminuigdo no desempenho fisico.

Esse processo de anaplerose de intermediarios do ciclo de Krebs é
dependente da disponibilidade de piruvato (derivado da glicolise), entretanto
a reducgao dos estoques de glicogénio devido ac exercicio prolongado leva a
gradual ativagao do complexo enzimatico desidrogenase de a-cetoacidos de
cadeia ramificada, que exerce um papel chave na via de degradagao de
ACR (SAHLIN, KATZ & BROBERG, 1990; WAGENMAKERS, 1991). O
aumento do catabolismo de ACR e a concentragdo sérica elevada de
corticosterdides durante o exercicio acarretam em liberagdo acentuada de
glutamina pelo masculo. Conseqiilentemente, ocorre diminuicado das
concentragdes de intermediarios do ciclo de Krebs, fato que pode ocasionar
redugao da taxa de sintese de glutamina e aumento da sintese de amdnia
(DOHM, 1986; GRAHAM et al., 1990). Desse modo, as causas do menor
rendimento do grupo EX-S2 podem ter relagdo com tais mecanismos, visto
que esse grupo apresentou maior concentragao de corticosterona, menor
concentracdao de glicogénio muscular (sbéleo), maior degradacao de

glicogénio por minuto de natagao, além de hiperamonemia.

Nao obstante, alteragcbes metabdlicas da célula muscular também
estdo envolvidas no desenvolvimento da fadiga, sendo que o dano € uma
consequéncia da deplegdo de diferentes substratos (ATP, fosfocreatina,
glicose e glicogénio) ou do maior acimulo de metabdlitos (amdnia, lactato e
ions H+), inibindo o funcionamento do sistema contrati (ROBERTS &
SMITH, 1989).

Durante o exercicio prolongado, os ACR sdo captados pelo musculo
esquelético e oxidados para fins energéticos (WAGENMAKERS ef al, 1991;
DOHM et al, 1981) havendo diminuigdo dos mesmos no plasma (PARRY-
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BILLINGS et al, 1990). O triptofano € o Unico aminoacido que circula ligado 3
albumina no plasma, e a hipotese da fadiga central sugere que o exercicio
prolongado promove um aumento na concentrag¢ao dos &cidos graxos livres
(AGL) no plasma podendo ocasionar o deslocamento do triptofano da
albumina. Como & a porgéo livre do triptofano que controla a taxa de
captacao pelo cérebro, seu aumento no plasma resultaria em transporte
aumentado através da barreira hematoencefalica. Por conseqiiéncia, haveria
a elevagao da sintese do neurotransmissor serotonina (5-HT), sendo este
aumento associado a fadiga durante exercicio prolongado (BLOMSTRAND,
CELSING & NEWSHOLME, 1988; BAILEY, DAVIS & AHLBORN, 1992,
1993; NEWSHOLME & BLOMSTRAND, 1996; DAVIS, 1995; DAVIS et al.,
2000). Como o TRP_ e os ACR utilizam o mesmo mecanismo transportador
para atravessar a barreira hematoencefalica, tem sido proposto que a razao
TRPU/ACR seja importante na determinagcao da taxa da sintese de
serotonina (WURTMAN & FERNSTROM, 1975; ANDERSON, TEWS &
HARPER, 1990; GRAHAN & MACLEAN, 1992; CUNLIFFE, OBEID &
POWELL-TUCK, 1997; BLOMSTRAND, 2001).

Com o intuito de alterar o transporte de triptofano para o cérebro,
diversas pesquisas tém sido empregadas para retardar a fadiga durante
exercicio prolongado utilizando suplementos de ACR (BLOMSTRAND et al.,
1991; HEFLER et al., 1995; PERTRUZZELO et al., 1992; VAN HALL ef al.,
1995, 1998; CALDERS, 1999; ROSSI, 2001). Entretanto, os resultados tem
sido controversos, provavelmente devido aos diferentes procedimentos
metodolégicos, como: diferengas na composicido e na quantidade dos
suplementos, tempo de oferta, via de administragdo, assim como o tipo e
intensidade de exercicio utilizado.

No presente estudo, nao houve diferengas significantes nas
concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres com relagao ao tipo de
dieta e condigdes de exercicio dos grupos experimentais, a nao ser pelo
aumento nos grupos treinados em relacéo aos sedentarios (tabela 22),

demonstrando somente o efeito do exercicio exaustivo.
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os fatores metabdlicos que podem ter influenciado em resultados tao
opostos no rendimento.

Apesar de nao serem observadas alteragdes entre os grupos S1 e S2
nas concentragdes de glicose plasmatica, acidos graxos livres plasmaticos,
lactato sangliineo, insulina sérica, glicogénio hepatico e muscular
(gastrocnémio) e serotonina, alguns desses parametros apresentaram
diferengas entre as condigdes (1H x EX). Dessa forma, fatores como: queda
da glicose plasmatica, diminuigido dos estoques de glicogénio hepatico e
muscular, tendéncias na redugao da insulina plasmatica e aumento na
serotonina hipotalamica, foram resultados comuns aos grupos com dietas S1
e S2, causados pelo exercicio exaustivo.

O desenvolvimento da fadiga no grupo EX-S1 provavelmente foi
retardado por mais tempo devido a menor concentragido de amobnia
plasmatica, menor degradagéo de glicogénio hepatico e muscular por minuto
de natagao, além da maior concentragao de glicogénio do musculo séleo,
durante o exercicio prolongado. Entretanto, no grupo EX-S2, verificou-se:
maior concentracdo de aménia plasmatica e corticosterona sérica; menor
concentragdo de glicogénio muscular (séleo); maior degradagdao de
glicogénio hepatico e muscular por minuto de natagdo. Assim, o quadro de
fadiga desse grupo apresenta aspectos predominantes da fadiga periférica,
a nao ser pela hiperamonemia, que pode estar associada também a fadiga
central.

Os quadros 2 e 3 apresentam um resumo dos resultados
significantes, considerando o efeito das dietas (C, S1 e S2) e das condigoes

(1H e EX) sobre os parametros analisados.
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Serotonina

Parametros EX-S1 EX-S2
Rendimento 1 | <
Glicose = =
Aménia 1 T >
Acidos Graxos Livres = =
Insulina = =
Corticosterona = T >
Lactato = =
Glicogénio hepatico = =
Glicogénio gastro = =
Glicogénio séleo 1 = <

Quadro 2 (dietas S1 e S2 x C)*: Resumo dos efeitos das suplementagdes
nos parametros bioquimicos e de rendimento nos grupos submetidos ao

teste de tolerancia ao esforgo, em relagao a dieta controle

* representado por = (igual), 1 (maior) ou | (menor). As diferengas entre as
suplementagdes (S1 x S2), quando existentes, estdo representadas pelos
simbolos > (maior) ou < (menor), dos grupos com dieta S2 em relagao a S1.




Parametros EX-C EX-$1 EX-S2
Glicose l < 1< 1<
Amobnia t> 1> 1>
Acidos Graxos Livres => => =>
Insulina =< =< =<
Corticosterona => => =>
Lactato => => =>
Glicogénio hepatico < < 1<
Glicogénio gastro 1< 1< l <
Glicogénio séleo | = == | =
Serotonina => => =>

Quadro 3 (condicdo EX x 1H e SED)*: Resumo dos efeitos da condigdo exaustao em relagao as condigdes de
1 hora e sedentario, nas trés dietas experimentais

* as diferengas entre as condigdes EX e 1H estao representadas por = (igual), T (maior) ou | (menor); as diferengas
entre EX e SED estao representadas pelos simbolos > (maior), < (menor) ou igual (=)
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resuitados observados, podemos concluir o

seguinte:

Efeitos das dietas suplementadas com aminoéacidos de cadeia ramificada
(S1 e S2) sobre o desempenho dos grupos submetidos ao teste de

tolerancia ao esforgo:

= A dieta S1 promoveu maior tempo de natagao;
= A dieta S2 propiciou menor tempo de natagao.

Desse modo, constatou-se que a dieta com menor concentragiao de
aminoacidos de cadeia ramificada (S1) promoveu um efeito benéfico no
desempenho. Provavelmente este resuitado tenha ocorrido peia preservagao
do glicogénio no musculo séleo, pela menor degradagdo de glicogénio
hepatico e muscular por minuto de nata¢ado, além da menor concentragao de
amoénia plasmatica. Diferentemente, a dieta com maior concentragdo de
ACR (S2) proporcionou um efeito negativo no desempenho fisico,
possivelmente devido a hiperamonemia e pela maior degradagido de

glicogénio hepatico € muscular por minuto de natagao.
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ANEXO 1

Tabela A. Mistura de minerais *

Ingredientes
Carbonato de calcio anidro
Fosfato de potassio monobasico
Citrato de potassio, tripotassio monohidratado
Cloreto de sédio
Sulfato de potassio
Oxido de magnésio
Citrato férrico
Carbonato de zinco
Metasilicato de sodio
Carbonato de manganés
Carbonato de cobre
Sulfato de cromo potassio
Acido bérico
Fluoreto de sédio
Carbonato de niquel
Cloreto de litio
Selenato de sédio anidro
lodato de potassio
Paramolibidato de amoénio
Vanadato de amoénio
Sacarose

g/kg de mistura
357,00
250,00
28,00
74,00
46,60
24,00
6,06
1,65
1.45
0,63
0,30
0,275
0,0815
0,0635
0,0318
0,0174
0,01025
0,01
0,00795
0,0066
209,806

Tabela B. Mistura de vitaminas *

Ingredientes

g/kg de mistura

Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de caicio 1,600
Piridoxina - HCI 0,700
Tiamina - HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
Biotina 0,020
Vitamina B2 2,500
Vitamina E 15,000
Vitamina A 0,800
Vitamina Dj; 0,250
Vitamina K4 0,075
Sacarose 974 655

* Conforme a formulagdo da AIN-93M (REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993)






