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1. INTRODUCAO

Diversos estudos propdem que a pratica regular de exercicios e uma maior
aptidao fisica estdo associadas a uma menor mortalidade e melhor qualidade de
vida em adultos e idosos. Os efeitos benéficos do exercicio fisico, principalmente do
exercicio de forca, ja estdo bem estabelecidos na literatura. Estudos vém
demonstrando que o exercicio de forca regular promove efeitos positivos como
ganho de for¢ca e massa muscular, diminuicdo da porcentagem de gordura corporal,
aumento da densidade mineral 6ssea, melhora na homeostase de glicose e do perfil
lipidico. Aléem disso, existe um consenso na literatura sobre os beneficios para
reducdo dos fatores de risco ligados a doencas cardiovasculares (RIQUE et al.,
2002), ao Diabetes Melitus Tipo 2 (CASTANEDA et al., 2002), a Osteoporose
(HURLEY; ROTH, 2000), bem como para manutencdo da massa magra (RENNIE et
al., 2003), melhoria do equilibrio e preservacédo da capacidade funcional (HURLEY;
ROTH, 2000).

O ganho de massa muscular induzido pelo exercicio de forca € um fendmeno
complexo que depende de diversos sistemas fisioldgicos e vias de sinalizacdo. O
estimulo mecanico é amplamente conhecido por induzir adapta¢cdes na musculatura
esquelética modulando as vias de sinalizacdo celular envolvidas na maquinaria de
sintese e degradacéo proteica (SPIERING et al., 2008; BURD et al., 2010). Diversas
evidéncias tém apontado que a via de sinalizacdo da proteina quinase chamada
mammalian target of rapamycin (mMTOR) € a maior reguladora da sintese proteica
muscular. As alteracdes ocasionadas pelo estimulo mecanico se devem, em parte,
ao aumento ou inibicdo na quantidade de proteina sintetizada por molécula de RNA
mensageiro (mMRNA), refletindo no produto total (cronicamente) ou aumento da
fosforilacdo (agudamente) da proteina sintetizada. Particularmente com o exercicio
de forca, a traducdo do sinal mecanico em biologico se da pelo processo chamado
de “mecanotransducido”, onde proteinas de membrana sensiveis a sobrecarga
mecanica sinalizam as vias de traducdo proteica. A eficicia da traducado proteica se
da majoritariamente no processo de iniciacdo onde ocorre a ligacdo da maquinaria
de traducdo (subunidades ribossomais) ao mMRNA. De um modo funcional, essas

alteracbes levam a célula a um balangco proteico positivo e, consequentemente,
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resultam em aumento de material contratil (hipertrofia) e ganho de forca (SPIERING
et al., 2008; BURD et al., 2010; TERZIS et al., 2010).

Do ponto de vista nutricional, sabe-se que a ingestdo ou infusdo de aminoacidos
estimula o aumento na sintese proteica muscular ap6s o exercicio de forca. Os
aminoécidos essenciais (EAA) sdo considerados os principais responsaveis pela
estimulacdo da sintese proteica muscular, sem necessidade aparente dos
aminoacidos ndo essenciais. (SMITH et al., 1998; TIPTON et al. 1999; BORSHEIM
et al. 2002; VOLPI et al.
2003). Diversos estudos vém demonstrando que dentre esses aminoacidos, 0s
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), em particular a leucina, sdo os mais
potentes, por apresentarem potencial anabdlico estimulando o inicio do processo de
traducao proteica e da sinalizacdo celular via cascata da mTOR (ANTHONY et al.
2000; DREYER et al., 2006). Alguns autores descrevem que os BCAA também
possuem efeitos na atenuacédo da degradacdo proteica muscular via modulacdo do
sistema ubiquitina-proteassoma. Estudos recentes vém postulando que a
suplementacdo de BCAA também poderia ter efeitos sobre o remodelamento
muscular por, possivelmente, ser capaz de modular indiretamente o balanco
inflamatorio de humanos (NICASTRO; DA LUZ et al., 2012). Os BCAA poderiam
modular indiretamente o estado inflamatoério da célula muscular através da producéo
de glutamina e consequentemente afetar a via de sinalizacdo mTOR através de
proteinas envolvidas nas etapas iniciais da traducdo (SANDRI, 2008).
Adicionalmente, a suplementacdo de leucina poderia ainda atenuar o processo de
oxidacao proteica (catabolismo), uma vez que ofertando tal aminoacido ha aumento
do produto de sua transaminacdo, o metabdlito alfa-ceto-isocaproato (a-KIC). O ao-
KIC é amplamente conhecido por inibir a atividade enzimatica do complexo de
desidrogenacéo dos ceto-acidos de cadeia ramificada (BCKDH), o qual aumenta a
oxidacdo dos BCAA. Assim, a suplementacdo de leucina também poderia exercer
efeito sobre o turnover proteico por diminuir a oxidacdo e favorecer a
sarcomerogénese muscular (CYNOBER, 2006; HARRIS et al., 2005; HUTSON et al.,
2005). Contudo, ha relatos recentes na literatura em humanos, demonstrando que a
suplementacao isolada de leucina pode causar um desbalanco na concentracdo de
aminoacidos plasmaticos, sugerindo entdo um possivel efeito antagbnico sobre a

aminoacidemia. Alguns autores especulam que esse efeito poderia influenciar os
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processos de sintese proteica muscular. Porém, ndo ha estudos que comprovem 0s
efeitos do possivel desbalan¢co na concentragcdo de aminoécidos sobre as vias de
sintese e degradacdo proteica e sobre os ganhos de massa e forca muscular
(VERHOEVEN et al., 2009; LEENDERS et al., 2011; NICASTRO et al., 2011).

Tendo em vista que ambas as estratégias apresentam potencial
anabolico e anti-proteolitico, a suplementacdo de BCAA poderia apresentar efeito
potencial sinérgico ao exercicio de forca sobre as vias de sintese proteica. Ainda,
considerando que individuos ndo engajados em um programa de exercicio de forca
sofrem aumento na expressao dos marcadores celulares de degradacao proteica
apos a primeira sessao de exercicio (MASCHER et al., 2008), a suplementacao
poderia atenuar o quadro catabdlico de modo a favorecer o remodelamento
muscular. Uma vez que o processo inflamatorio apresenta forte relagdo com tais vias
e desempenha papel fundamental na adaptacdo morfologica e funcional da
musculatura esquelética, € digno de nota investigar se a suplementagcdo possui
efeito sobre tal resposta. Embora a suplementacdo de leucina tenha sido
amplamente investigada, uma vez que a sua taxa anabdlica é maior quando
comparada a isoleucina e valina, a suplementacéo isolada tem demonstrado efeitos
antagbnicos sobre a concentracdo plasmatica de aminoacidos (especialmente de
isoleucina e valina). Assim, o0 uso deste aminoacido dentro do composto BCAA
poderia exercer uma melhor acdo sobre as vias de remodelamento muscular em
comparacao a administracdo isolada (VERHOEVEN et al., 2009; LEENDERS et al.,
2011; NICASTRO et al., 2011).

A partir dos dados supracitados, o objetivo do presente estudo €
comparar os efeitos da suplementacdo de BCAA e leucina isolada sobre as vias de
sintese proteica musculares no exercicio de forca mensurando fatores sistémicos,
teciduais, e moleculares. A acdo destes aminoacidos sobre a sinalizacdo celular
poderia contribuir no balanco proteico favorecendo assim a adaptacéo tecidual e

funcional do musculo esquelético.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 EFEITOS DO EXERCICIO DE FORCA NAS VIAS CELULARES DE
REMODELAMENTO MUSCULAR

A musculatura esquelética € conhecida como o maior tecido corporal
representando aproximadamente 50% do peso corporal total (NADER et al., 2001,
SANTOS et al.,, 2004). O musculo esquelético € um tecido altamente “plastico”,
capaz de se adaptar a condi¢cdes adversas e diversos estimulos. Tal caracteristica
intrinseca de adaptacdo € fundamental e assegura a sobrevivéncia de muitas
espécies, uma vez que um vasto numero de imposicbes ambientais pode ser
superado por meio de tais respostas adaptativas. As duas principais alteracdes
promovidas pelo estimulo mecanico sdo o remodelamento muscular (alteragdo na
massa/volume do tecido muscular) e mudancas na maquinaria molecular da célula
muscular (alteragdes de fenotipo na expressao das isoformas de miosina de cadeia
pesada, importantes constituintes do musculo esquelético). Tais respostas permitem
ao tecido muscular se adaptar as propriedades contrateis e sofrer ganhos funcionais
em forca e poténcia musculares (BOOTH; BALDWIN, 1966).

As células musculares adultas ndo sédo susceptiveis ao processo de divisdo
celular por mitose. Em vista disso, os mecanismos adaptativos que induzem o
acumulo de proteinas miofibrilares, por meio da sintese aumentada ou da
degradacao diminuida nas fibras pré-existentes, sdo 0os mais provaveis candidatos
no controle do remodelamento muscular. A hipertrofia muscular esquelética é
conhecida pelo aumento da area de seccdo transversa do musculo esquelético a
partir da biossintese de novas estruturas envolvidas na contragdo muscular, sendo
uma das principais adaptacfes geradas no musculo em decorréncia do treinamento
fisico (GOLDSPINK et al., 1992; GLASS et al., 2005). O crescimento muscular € um
fenbmeno complexo que ocorre por meio de uma cascata sequencial que envolve:
ativacdo muscular; eventos de sinalizacdo resultantes da deformacdo mecanica das
fibras musculares, horménios, e respostas imunes; sintese de proteina devido ao
aumento dos processos de transcricdo e traducdo; e hipertrofia das fibras
musculares (SPIERING et al., 2008).
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A deformagdo mecanica das fibras musculares causadas pela contracéo
estimula vérias vias de sinalizacdo muscular independente da liberagcdo de fatores
de crescimento e hormonios. Em particular, a deformacéo mecéanica ativa as vias da
proteina quinase B (proteina quinase regulada por fosfatidilinositol, Akt, também
conhecida como PKB), a proteina quinase denominada alvo da rapamicina em
mamiferos (mammalian target of rapamycin -mTOR), proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK) e a proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK)
(SPIERING et al., 2008). Estudos tém demonstrado que a via da mTOR possui
papel fundamental no controle do tamanho célula muscular, uma vez que 0 processo
de remodelamento em resposta ao estimulo mecénico pode depender de sua
atividade (BODINE et al., 2001; HORNBERGER et al., 2003; PALLAFACCHINA et
al., 2002; REYNOLDS et al., 2002). Digno de nota, a proteina mTOR parece néo
modular a composicéo de fibras do musculo esquelético, demonstrando seu papel
especifico no controle de massa/volume da célula muscular (PALLAFACCHINA et
al., 2002).

A via da mTOR controla os mecanismos de sintese proteica por meio da
capacidade e eficiéncia do processo de traducdo. Isso se da pelo aumento da
traducdo de mMRNAs especificos, levando a fibra muscular ao aumento de
tamanho/volume. Sua ativacao ocorre por meio da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3Kk),
gue é considerada crucial para a ativacdo de Akt (STOKOE et al., 1997), culminando
na ativacdo dos seus efetores: a proteina quinase ribossomal S6 de 70 kDA
(p70s6k), do fator de iniciacdo da traducdo eucariotico 4E (elF4E) e da proteina 1
ligante do fator de iniciagcdo eucariotico 4E (4E-BP1). Tal processo ocorre em
condicBes de sobrecarga (BODINE et al., 2001; DELDICQUE et al., 2005). Dessa
forma, embora os mecanismos ainda ndo sejam completamente elucidados, o
exercicio de forca € capaz de estimular a via mTOR (PI3k/Akt/mTOR/p70s6k e 4E-
BP1).

Embora a deformacdo mecanica seja capaz de ativar as vias de sinalizacao
de forma independente, sabe-se que os fatores autécrinos/paracrinos liberados pelo
musculo esquelético em resposta ao exercicio de forca representam forte estimulo
para o processo de hipertrofia por meio da via mTOR (SCOTT et al., 1998; NAVE et
al., 1999; ROMMEL et al., 2001; OHANNA et al., 2005). Entretanto, estes fatores

tais como o fator de crescimento similar a insulina (IGF-1) e o fator de crescimento
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mecéanico (MGF), parecem ser responsaveis pela resposta tardia da ativacdo da via
(HADDAD; ADAMS, 2002; RENNIE; WACKERHAGE, 2003). Em contraste, a via da
MTOR parece ser ativada imediatamente apds o exercicio de forca (BOLSTER;
JEFFERSON; KIMBALL; 2004). Assim, a ativacdo mediada pelo estimulo mecéanico
parece ser mais complexa em decorréncia dos fatores de crescimento, uma vez que
elementos dentro da via mTOR podem responder de modo néo linear (por exemplo,
ndo necessariamente via PI3k/Akt/mTOR/p70s6k) de acordo com as variaveis do
exercicio (volume, intensidade, numero de exercicio, tipo de contragéo, intervalo de
repouso). Assim, 0s mecanismos imediatos de sinalizacdo celulares induzidos pelo
exercicio de forca per se também sdo alvos de regulacdo do remodelamento
muscular (BOLSTER; JEFFERSON; KIMBALL; 2004).

Outro mecanismo um tanto quanto divergente na literatura € a ativacdo da
proteina quinase Akt pelo préprio estimulo mecanico e/ou por fatores de
crescimento. A investigacao da ativacao desta proteina € digna de nota uma vez que
além de modular a sintese via mTOR, também atua no controle da degradacéo
proteica muscular. A sinalizacdo da Akt inibe o fator de transcricdo FoxO (forked
head o box), o qual inibe 0o aumento na transcricdo dos atrogenes atrogina-1 e
MuRF-1 (muscle ring finger 1) que, dentre inumeras funcbes, atuam como
ubiquitinas ligases marcando proteinas miofibrilares para serem degradadas pela
estrutura multicatalitica denominada proteassoma (SPIERING et al.,, 2008;
MASCHER et al., 2008). Entretanto, em resposta ao exercicio de for¢ca agudo, a
importancia dos mecanismos dependentes de PI3k/Akt para ativacdo de mTOR é
um tanto quanto controverso. Hornberger et al. (2003) demonstraram que a ativacao
de mTOR em resposta ao exercicio de for¢ca pode ocorrer independentemente das
proteinas PI3k/Akt. Desse modo, a ativacdo da proteina mTOR em resposta ao
exercicio de forca pode ocorrer com ou sem ativacdo das proteinas PI3k/Akt
dependendo das caracteristicas estimulo mecanico aplicado. Por exemplo, a
variavel intensidade parece ser determinante na ativacdo de Akt. Embora ndo seja
consenso, alguns estudos observaram que o exercicio de forca de alta intensidade
promove ativacao significante desta proteina (SAKAMOTO et al., 2002; ATHERTON
et al., 2005; DREYER et al., 2006). Outra explicacao esta no fato que a manipulacéo

das variaveis intensidade e duracdo do exercicio pode promover respostas
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divergentes no nivel de insulina plasmatica que pode, em parte, interferir na ativagéo
de Akt (SAKAMOTO et al., 2002).

No tocante a degradacdo proteica muscular, Léger et al. (2006) observaram
que individuos cronicamente exercitados apresentam ndo sO aumentos na
fosforilacdo da proteina quinase Akt, mas também uma marcante diminuicdo na
expressdo proteica do referido fator de transcricdo FoxO. Tal resultado foi
confirmado por Mascher et al. (2008), que ndo observaram alteracdo na expressao
génica de atrogina-1 apos 2 sessdes de exercicio de forca. Em contrapartida, a
expressdo do gene MuRF-1 aumentou significativamente apds a primeira sessao de
exercicio e diminuiu em 30% ap0s a segunda sessdo. Portanto, o exercicio de forca
agudo parece promover aumento na expressdao de alguns componentes da
maquinaria proteolitica e a repeticdo do estimulo mecanico parece exercer um efeito
protetor sobre o processo catabolico (efeito da carga repetida). Entretanto, estudos
realizados em modelo animal encontraram comportamento distinto da expresséo
génica dos atrogenes (HADDAD et al., 2006; ZANCHI et al., 2009). Tal diferenca
pode ser atribuida as variaveis do estimulo mecanico aplicado, diferenca entre as
espécies e, principalmente, aos modelos néo voluntarios de exercicio para modelo

animal.

No entanto, para que esses processos ocorram € essencial que, além do
estimulo mecanico, uma interpretacdo biolégica ocorra. Juntos, esses eventos sao
chamados de “mecanotransdugdao”. O musculo esquelético é um tecido
intrinsicamente responsivo ao estimulo mecénico sendo, portanto, chamada de
“mecandcito” (GOLSPINK; BOOTH, 1992). Isso sugere que mediadores sensitivos
ao exercicio sdo passiveis de promover processos de transducado de sinal, mediando
o remodelamento celular e as respostas metabdlicas adaptativas na maquinaria
contratil. Assim, a mecanotransducéo pode ser definida como o mecanismo pelo
gual a célula muscular converte o sinal mecénico em resposta biolégica
(HORNBERGER; CHIEN, 2006).

Nesse contexto, uma das substancias capazes de ativar a proteina mTOR € o
acido fosfatidico (PA), um segundo mensageiro lipidico que atua em diversos
sistemas de sinalizacdo celular (mitogénese, processos secretérios, reorganizacao
do citoesqueleto celular). A ativacdo do PA depende da enzima fosfolipase D (PLD),

a qual hidrolisa a fosfatidilcolina em PA e colina (HONG et al., 2001). Uma vez



20

sintetizado, o PA se liga ao dominio FRB da proteina mTOR e estimula a atividade
da proteina p70s6k (FANG et al., 2003). Vérios sistemas de mecanotransducao
também utilizam proteinas/receptores de membrana sensitivos ao estimulo
mecanico, convertendo-o em eventos moleculares (INGBER, 2006). No musculo
esquelético, estruturas conhecidas como costameros desempenham importante
papel na transmissdo de forca (BLOCH; GONZALES-SERRATOS, 2003; ERVASTI,
2003). Especificamente, os costameros sao compostos por diversas proteinas
estruturais que sdo expressas em intervalos regulares dentro da fibra muscular.
Considerando o papel central da matriz celular na transmisséao de forga nos tecidos,
as estruturas que a conectam com a membrana da célula muscular séo
consideradas mecanoceptores (INGBER, 2006). Uma classe de proteinas que
constituem os costameros e ligam elementos da matriz extracelular na membrana
celular sdo as integrinas, descritas por participarem da ativacdo da proteina mTOR
em resposta ao exercicio de forca. Além disso, as integrinas estdo envolvidas na
preservacao estrutural do musculo esquelético, exercendo acéo protetora a danos
cronicos causados pelo exercicio de for¢ca (PHILLIPS et al., 2002; MAYER, 2003).

O exercicio de forca também pode iniciar uma resposta inflamatoria,
caracterizada pelo acumulo de macrofagos e neutrofilos na célula muscular que
podem influenciar o processo de hipertrofia por meio da fagocitose, producédo de
radicais livres, citocinas e fatores de crescimento (KOH; PIZZA, 2009). Algumas
citocinas produzidas por macrofagos e neutrofilos amplificam a resposta inflamatéria.
Estas citocinas/interleucinas (IL) podem agir como pro-inflamatérias (IL-1B, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y), fator de crescimento
transformante- (TGF-B)) ou anti-inflamatorias (IL-4, IL-6, IL-10) (KOH; PIZZA,
2009). A acao destas citocinas sobre o remodelamento muscular € evidente, uma
vez que o estado pré-inflamatério pode gerar um quadro de resisténcia a acdo do
horménio insulina por meio de menor ativacdo da proteina Akt, o que levaria a
menor resposta anabdlica e desibinicdo parcial da maquinaria de degradacao (DAN;
BALDWIN, 2008). Em quadros catabdlicos (sepse, cancer, caguexia) citocinas sao
conhecidas por contribuir substancialmente para perda de massa muscular
(MURTON et al., 2008). Adicionalmente, as citocinas pro-inflamatorias tém sido
associadas com mediadores da protedlise dependente do sistema ubiquitina-
proteasoma (GARCIA-MARTINEZ et al., 1995; JANSSEN et al., 2005). Embora, o



21

dano muscular e os processos inflamatorios caracterizados pelo aumento das
concentragbes de TNF- a possam inibir a sinalizagdo celular via Akt, estudos vem
demonstrando que o exercicio a longo prazo poderia suprimir a expressado de TNF- a
no musculo, promovendo um ambiente anabdlico. Adicionalmente, estudos recentes
tém demonstrado que a resposta inflamatdria pode ser necessaria para o reparo e
adaptacdo musculares uma vez que ativa as células satélites (LAPOINTE et al.,
2002; TRAPPE et al., 2002; BONDESEN et al., 2004; SHEN et al., 2005; SOLTOW
et al., 2006). Portanto, o entendimento da interacéo das vias inflamatorias com as de
sintese e degradacédo proteica € de vital importancia para favorecer as adaptacdes

musculares e, consequentemente, adequar o estimulo mecanico aplicado.

2.1EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE BCAA NAS VIAS CELULARES DE
REMODELAMENTO MUSCULAR

Os BCAA séo trés dos nove aminoacidos que ndo podem ser sintetizados pelo
organismo, devendo, portanto, ser obtidos pela dieta. Contemplam de 35-40% da
ingestdo diaria de aminoacidos essenciais e correspondem cerca de 35% dos
aminoacidos essenciais em proteinas musculares (MARCHINI et al.,, 1998;
WAGENMAKERS, 1998). A concentracdo plasmatica média de leucina, valina e
isoleucina, sao de 120, 220 e 63 pmol/L; concentracdo intramuscular na forma livre
média de 133, 253 e 68 umol/L de agua intracelular; e concentracdo na proteina
muscular humana de 59,5, 43,5 e 41,9 mmol/100 g de proteina. Estudos recentes
realizados tanto em ratos como em humanos verificaram a existéncia de uma
relacdo entre a dose-resposta e concentracdo plasmatica de aminoacidos
(particularmente a leucina) e o balanco proteico muscular. Esses estudos concluem
gue em condi¢c6es normais, uma uUnica refeicdo parece promover efeitos maximos na
sintese proteica uma vez que a concentracdo plasmatica de leucina pode dobrar
apos a refeicdo (0,1 mM para 0,2 mM). Esse valor parece ser capaz de promover
aumentos maximos na sintese proteica e na saturacdo do sistema (DIVINO FILHO et
al., 1997; DARDEVET et al., 2000; BOHE et al., 2003). Até meados de 2012 os
estudos ndo demonstravam nenhum efeito colateral nem valores de limite de
ingestdo méaxima toleravel para suplementacdo de BCAA e leucina. Estudos

recentes demonstraram que doses acima de 550 mg/kg de peso corporal/dia ou 39
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g/dia podem demonstrar um risco a saude (CYNOBER et al., 2012; PENCHARZ;
ELANGO; BALL, 2012).

Ja vem sendo amplamente demonstrado na literatura que em individuos adultos
os BCAA apresentam papel fundamental na regulacdo de processos anabdlicos,
envolvendo tanto as vias de sintese quanto as de degradacdo proteica muscular.
Adicionalmente, estudos recentes vém relacionando o uso desses aminoécidos com
alguns efeitos terapéuticos, uma vez que possivelmente possuem efeitos na
atenuacdo da perda de massa muscular durante a reducdo de peso corporal;
melhoram o balanco proteico muscular em idosos; e propiciam efeitos benéficos no
tratamento de patologias hepéticas e renais (SHIMOMURA et al., 2006a; TOM;
NAIR, 2006). No ambito esportivo, os BCAA sédo frequentemente utilizados por
atletas com a finalidade de promover anabolismo proteico muscular, atenuar a fadiga
central, estimular a secrecdo de insulina, melhorar os processos imunolégicos e
atenuar a lesdo muscular induzida pelo exercicio (DA LUZ et al., 2012,
SHIMOMURA et al., 2006a) .

No que concerne o metabolismo dos BCAA, vale ressaltar que diferentemente
dos outros aminoacidos, o sistema enzimatico mais ativo para a oxidagao encontra-
se no musculo esquelético ao invés do figado. Apesar do figado n&o poder
diretamente catabolizar os BCAA, 0 mesmo apresenta um sistema muito ativo para a
degradacdo dos cetoacidos de cadeia ramificada oriundos da primeira reacéo
envolvida no catabolismo desses aminoacidos (SHIMOMURA et al., 2006a;
SHIMOMURA et al., 2006b; SHIMOMURA; HARRIS, 2006).

Durante o exercicio fisico os BCAA séo preferencialmente oxidados e a primeira
reacdo envolvida no catabolismo consiste na reacdo de transaminacdo pelas
isoenzimas BCAT (branched-chain amino acid transaminase - enzimas dependentes
de vitamina B6), onde os aminoacidos sdo convertidos em seus respectivos
cetoacidos, sendo o cetoacido da leucina o alfa-ceto-isocaproato (a-KIC). Os
cetoacidos formados podem sofrer reacdes de descarboxilacdo oxidativa e/ou serem
liberados na corrente sanguinea podendo ser captados por diferentes tecidos aonde
sdo ressintetizados a BCAA ou oxidados. O grupamento amina do BCAA pode ser
incorporado ao alfa- cetoglutarato (a-KG) produzindo glutamato através da acao da
enzima glutamato desidrogenase (GDH). O glutamato pode perder o grupamento

amina para o oxalacetato (OAA) produzindo aspartato que pode ser utilizado no ciclo
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para regeneracdo da adenosina monofosfato (AMP) a partir do &cido inosinico. O
glutamato formado também pode ser metabolizado pela enzima glutamina sintetase
produzindo glutamina (HARPER; MILLER; BLOCK, 1984; NICASTRO; DA LUZ et al.,
2012). Desse modo, a transaminacédo dos BCAA fornece mecanismos para transferir
0 nitrogénio dos BCAA de acordo com a necessidade do tecido por glutamato e
outros aminoacidos nao-essenciais. (HARRIS et al., 2005; CYNOBER; HARRIS,
2006; HUTSON; SWEATT,; LANOUE, 2005). Posteriormente a segunda etapa do
catabolismo dos BCAA, os produtos dessa reacdo — derivados de acil-CoA de
cadeia ramificada — sofrem oxidacdo por meio de diferentes desidrogenases. Apds
essa etapa, as vias catabdlicas de cada um dos BCAA passam a ser distintas. A
leucina é considerada cetogénica, uma vez que forma acetil-CoA e acetoacetato. A
valina € considerada glicogénica, devido ao fato de ser convertida a um
intermediario do Ciclo de Krebs, o succinil-CoA. A isoleucina € considerada
glicogénica e cetogénica, por ser convertida a acetoacetato e a succinato via
metilmalonil-CoA. (HARPER; MILLER; BLOCK, 1984; BROSNAN; BROSNAN,
20086).

Dentre os BCAA, a leucina tem sido amplamente investigada, uma vez que a
sua taxa de oxidacdo é maior quando comparada a isoleucina e valina e por possuir
a capacidade de estimular a sintese proteica muscular. Ainda, sua suplementacao é
relacionada com a liberacéo de precursores gliconeogénicos como a alanina a partir
do tecido muscular. A leucina também exerce o0s seus efeitos em nivel pos-
traducional durante a fase de iniciacdo da traducdo do mRNA em proteina, sendo o
mecanismo relacionado ao fato da ativacdo da proteina quinase mTOR e também
por meio de trés proteinas regulatorias chaves: p70S6k, 4E-BP1 e o fator de
iniciacdo eucaridtico 4G (elF4G) (MERO, 1999; ANTHONY et al., 2002; CYNOBER
& HARRIS, 2006; HARRIS et al., 2004; HARRIS et al., 2005; HUTSON et al., 2005;
SHIMOMURA et al., 2006a; SHIMOMURA et al., 2006b; SHIMOMURA,; HARRIS,
2006).

A via de sinalizacdo regulada pela proteina com atividade serina/treonina
guinase mTOR € considerada de extrema importancia no controle da sintese
proteica muscular (ZANCHI; LANCHA JUNIOR, 2008). Ap6s a ingestdo do
aminoacido leucina a sintese proteica sofre incremento paralelamente a

ativacao/fosforilacdo da proteina p70s6k (GARLICK, 2005). Em adi¢do, outros
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efetores da via mTOR sdo ativados em resposta a estimulos anabdlicos, como a
suplementagdo com amino&cidos. Entre estes, pode-se destacar o aumento na
fosforilacdo de 4EBP-1, o qual ativa o processo de sintese proteica através da
liberacdo do fator de iniciacdo eucariotico 4E (elF4E), favorecendo a formacao do
complexo elF4F e a consequente interagdo do mRNA com a subunidade ribossomal
40S, dando inicio ao processo de traducdo (TEE; BLENIS, 2005). Dessa forma, a
ativacdo da via mTOR parece ser fundamental no controle da sintese proteica
guando estimulada por BCAA (ANTHONY et al., 2002; GARLICK, 2005; ZANCHI ;
LANCHA JUNIOR, 2008).

Ja vem sendo amplamente demonstrado que a leucina possui um papel
importante na homeostase de glicose por exercer efeitos agudos e cronicos nas
células B pancreaticas, musculo, figado e tecido adiposo. A leucina é considerada
um potente secretagogo de insulina, pois é capaz de estimular agudamente a
secrecao de insulina nas células 3 pancreaticas servindo de combustivel metabdlico
e ativador alostérico da enzima glutamato desidrogenase (YANG et al., 2010).
Estudos vém demonstrando que a administracdo oral de leucina produz um aumento
transitorio na concentracdo de insulina plasmatica cerca de 40 a 60 minutos apos a
ingestdo (BOLSTER; JEFFERSON; KIMBALL; 2004; ANTHONY et al.,, 2002,
POWER et al., 2009). A insulina é considerada um hormonio anabdlico que possui
efeito sinérgico a ingestdo de leucina no controle da sintese proteica muscular.
Porém, vale ressaltar que a insulina de modo isolado néo é suficiente para estimular
a sintese proteica muscular no estado pés-absortivo, sendo necessaria a ingestéao
de proteinas ou de aminoacidos para estimular as taxas de sintese proteica. Estudos
vém propondo que o efeito da insulina no estimulo da sintese proteica muscular
esteja relacionado ao papel desse hormdnio em potencializar o sistema de traducéo
de proteinas, ao invés de regular diretamente tal processo (NORTON; LAYMAN,
2006).

Além de estimular as vias de sinalizacdo de sintese proteica muscular, a leucina
também possui efeitos na modulacdo dos processos de degradacdo proteica
muscular, por possivelmente inibir a atividade da subunidade 20S do sistema
ubiquitina-proteassoma. Estudos recentes tém demonstrado que a atividade do

proteassoma € importante no controle de qualidade da célula muscular, o que

confere maior funcionalidade tecidual. Dessa forma, uma estratégia interessante na
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atenuacédo da perda de massa muscular estaria na menor expressao dos atrogenes
(atrogina-1 e MURF-1) os quais sao responsaveis pela marcacdo de proteinas
miofibrilares para degradacdo. Em contrapartida, ha autores que defendem a teoria
de que os atrogenes podem contribuir para o remodelamento muscular na
incorporacao de isoformas de miosina. Borgenvik et al. (2012) foi o primeiro estudo a
demonstrar que a suplementacédo de BCAA possui efeitos tanto na estimulacéo das
vias de sintese mas também exerce efeitos nas vias de degradacdo proteica
muscular. Os autores demonstraram que a suplementacdo aguda de BCAA apés
uma sessdo de exercicio de forca teve efeitos sobre a expressdo dos atrogenes,
reduzindo a expressdo do mRNA de atrogina e atenuando 0 aumento na expressao
de MURF-1 em individuos jovens. Porém, em humanos h& escassez de dados
demonstrando os efeitos da suplementacédo de BCAA na expressao dos atrogenes e
da atividade do proteassoma no musculo esquelético e a consequéncia da inibicao

deste sistema sobre o remodelamento celular.

Estudos recentes vém postulando que os BCAA também poderiam ter efeitos
sobre o remodelamento muscular por, possivelmente, ser capaz de modular
indiretamente o balanco inflamatério de humanos. Os BCAA poderiam modular
indiretamente o estado inflamatorio da célula muscular através da producédo de
glutamina em condic¢des caracterizadas por um consumo de glutamina elevado e/ou
diminuicdo na concentracdo de glutamato. Ja vem sendo amplamente demonstrado
na literatura que a disponibilidade de glutamina influencia a producdo de citocinas
como interleucina 1 (IL-1), interleucina 10 (IL-10) e interferon gama ( IFN-y). Estudos
demonstraram que as concentracdes de glutamina também possuem um papel
importante na via de sinalizacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB). O NF- kB possui
acao semelhante ao fator de transcricdo FoxO, que modula expressdo génica de
MURF-1 promovendo a degradacdo proteica pela acdo do sistema ubiquitina-
proteassoma e também modulando a expressdo génica de diversas citocinas.
Estudos demonstraram que existe uma correlacdo significativa das concentracdes
de IL-18 com a area de seccdo transversa da musculatura esquelética podendo,
portanto, ser considerada como um modulador atrofico (LI et al., 2009). O NF-kB
também possui efeitos sobre a transcricdo da isoforma induzivel da sintase do 6xido
nitrico (iINOS), que pode levar a um quadro de resisténcia a insulina atraves
nitrosilacdo do receptor de insulina (IR) (FOUAD et al., 2004; YASUKAWA et al.,
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2005). Sob tais condi¢des, a via de traducdo mTOR pode ter seu sinal prejudicado
através de proteinas envolvidas nas etapas iniciais da traducdo, tais como
substratos do receptor de insulina (IRS), Akt, e 4E-BP1 (SANDRI, 2008). Portanto, a
inflamacdo pode modular o remodelamento muscular através tanto das vias

sintéticas como catabdlicas.

2.3 EFEITOS DO EXERCICIO DE FORCA E DA SUPLEMENTACAO DE
BCAA NAS VIAS CELULARES DE REMODELAMENTO MUSCULAR EM
HUMANOS

Estudos recentes demonstraram os efeitos da suplementacdo aguda de BCAA
sobre as vias de remodelamento muscular. Karlsson et al. (2004) realizaram um
estudo randomizado, duplo-cego e cross-over com o objetivo de investigar o efeito
do treinamento de forca isolado ou combinado com a suplementacdo de BCAA na
fosforilacdo de proteinas envolvidas na sintese proteica muscular. O protocolo de
exercicio de forca consistia de 4 séries de 10 repeticdes a 80% de 1RM no leg press
em duas ocasifes. O protocolo de suplementacdo consistia em ofertar 150 mL de
solucéo placebo (dgua com sabor) ou BCAA (45% de leucina, 30% de valina e 25%
de isoleucina) totalizando 100 mg/kg de BCAA. Os sujeitos consumiram o
suplemento antes do aquecimento, imediatamente antes do protocolo de exercicio,
durante o exercicio, imediatamente apds, 15, 30, 60 e 90 minutos no periodo de
recuperacdo. O exercicio gerou um aumento significativo na fosforilacdo de
p70S6k>*"“?* e p70S6k™™*?! 0 qual persistiu até 2 horas apés o término da sessdo de
exercicio. A suplementacdo de BCAA aumentou este padrao de fosforilacdo em 3,5
vezes no periodo de recuperacdo, sendo que a fosforilacdo de p70S6k™%°

aumentou somente no grupo suplementado com BCAA.

O mesmo grupo de pesquisa realizou um estudo randomizado, duplo-cego e
cross-over com o0 objetivo de distinguir a influéncia do exercicio de forca e da
suplementacdo de BCAA na expressdo de proteinas envolvidas na regulacdo da
sintese proteica. Os voluntarios realizaram duas sessfes de exercicio de forca

unilateral separadas por um intervalo de 1 més. O protocolo de exercicio foi
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realizado em leg press e consistia em 4 séries de 10 repeticbes a 80% de 1RM,
seguida de 4 séries de 15 repeti¢cdes a 65% de 1RM, com intervalo de 5 minutos
entre as séries. Os sujeitos ingeriram 150 mL de uma solugdo contendo uma mistura
de BCAA (45% de leucina, 30% de valina e 25% de isoleucina) totalizando 85 mg/kg
de BCAA ou uma solucéo de dgua com sabor antes do aquecimento, imediatamente
antes do protocolo de exercicio, apés a quarta série de exercicio, imediatamente
apos, 15 e 45 minutos no periodo de recuperacdo. Os autores observaram que

RSe2448  3umentou

independente da suplementacdo, a fosforilacggo de mTO
significativamente em ambas as pernas apos o exercicio. A fosforilacdo de
p70s6k™ ™38 aumentou somente com a suplementacédo de BCAA cerca de 11 e 30
vezes imediatamente e 1 hora ap0s a sessdo de exercicio em relacdo a perna nao

exercitada. Surpreendentemente, a fosforilagdo de p70S6k™™3%

na perna nao
exercitada aumentou 5 e 16 vezes imediatamente e 1 hora apdés a sessao de
exercicio em relagédo ao repouso. A fosforilagdo do fator de alongamento eucariotico
2 foi atenuado 1 hora apos a sesséo de exercicio tanto na perna controle (10-40%)
como na perna exercitada (30-50%) em ambas condicfes (APRO; BLOMSTRAND,

2010).

Embora estes dois estudos tenham apresentado resultados que indiqguem um
possivel aumento na massa muscular em longo prazo, a evidéncia é indireta uma
vez que ndo foram mensurados padrdes funcionais, ou seja, a sintese proteica
dindmica. Em estudo recente realizado por Dreyer et al (2008) com voluntarios do
sexo masculino e sedentarios, 2 grupos foram randomizados (controle e
aminoacidos essenciais mais carboidrato) a fim de investigar os mecanismos de
aumento de sintese proteica muscular observados com a ingestdo de nutrientes no
periodo pos exercicio. A solucdo de carboidrato e aminoacidos essenciais continha
35% de leucina, 8% de isoleucina, 10% de valina e 0,5 g/kg de massa magra de
sacarose. Os individuos receberam a suplementacdo 1 hora apds a sessdo de
exercicio. O protocolo de exercicio em cadeira extensora consistia em 10 séries de
10 repeticdes a 80% de 1RM com intervalo 3 minutos entre as séries. Os autores
observaram que a sintese proteica muscular dindmica estava elevada em ambos os
grupos 1 hora apos a sessdo de exercicio na mesma magnitude. Porém, com 2
horas apés a sessdo de exercicio a sintese encontrava-se mais elevada no grupo

Ser2448
R

suplementado. Esse aumento foi associado com maior fosforilagdo de mTO e
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S6K1. A fosforilagdo de Akt>*™’® aumentou 1 hora ap6s o exercicio e retornou aos
niveis basais 2 horas apds no grupo controle, mas manteve-se elevada no grupo

1Thr37/46

suplementado. Da mesma forma, a fosforilagdo de 4E-BP se manteve

elevada somente no grupo suplementado.

Recentemente, Churchward-Venne et al. (2012) avaliaram agudamente se a
suplementacdo de leucina (3,0 g) seria um fator limitante no estimulo da sintese
proteica muscular no repouso e apés o exercicio de forca. Para tanto, 3 protocolos
de suplementacao foram avaliados: whey protein (25 g com 3 g de leucina), leucina
(6,25 g de whey protein com 3,0 g de leucina) e aminoacidos essenciais (6,25 g de
whey protein com 0,75 g de leucina). Os autores observaram que, no repouso, a
sintese proteica muscular apresentou comportamento similar em resposta as trés
intervengdes (aumento no periodo de 1-3 horas e retorno aos niveis basais no
periodo de 3-5 horas). Ja em associacdo ao exercicio de forca, ambas as
intervengdes apresentaram similaridade no estimulo da sintese proteica no periodo
de 1-3 horas. Porém, somente a suplementacdo de whey protein manteve tal
incremento na sintese muscular no periodo de 3-5 horas. Estes dados confirmam
resultados prévios que descrevem o musculo esquelético como refratario (resistente)
a aminodacidos. Ou seja, a oferta de 25 g de whey protein é capaz de saturar os
mecanismos de sintese proteica muscular por pelo menos 5 horas. Entretanto, com
a oferta de leucina este efeito parece ndo existir uma vez que a sintese proteica
retorna aos niveis basais no periodo de 3-5 horas. Portanto, a suplementacdo de
leucina em combinacéo ao exercicio de forca estimula a sintese proteica na mesma
magnitude que um composto protéico de alto valor biolégico. Porém, o tempo de
laténcia deste efeito € menor, 0 que exige que o consumo seja fracionado ao longo
do dia.
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3. JUSTIFICATIVA

Embora a suplementagédo de BCAA sobre o remodelamento da musculatura
esquelética tenha sido investigada, h4 escassez de estudos bem controlados que
comparem a suplementacdo de BCAA e da leucina isolada como sinérgicos ao
exercicio de forga. Adicionalmente, a literatura ndo correlaciona os efeitos destes
compostos sobre as vias inflamatérias com a sintese proteica muscular em

humanos.

Como hipétese central, a suplementacdo de BCAA poderia promover efeito
distinto da leucina isolada sobre as vias de remodelamento e sinalizagéo celular no
musculo esquelético em associacdo ao exercicio de forca, uma vez que nao
ocasionaria antagonismos sobre a aminoacidemia. Dessa forma, as vias de sintese
proteica poderiam ser estimuladas. Considerando que esta intervencdo pode
promover melhor adaptacdo muscular em termos de balango proteico, beneficios
poderiam ser proporcionados aqueles que iniciariam programas de treinamento

fisico de forcga.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o efeito da suplementagéo de BCAA e leucina isolada sobre as vias
de sintese proteica muscular no exercicio de forca mensurando fatores sistémicos,

teciduais e moleculares.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)Efeito do exercicio fisico de forca agudo sobre a expressdo de proteinas

envolvidas nas vias de sintese proteica e inflamacédo muscular e sistémica;

b)Efeito do exercicio fisico de forca agudo e da suplementacdo de BCAA sobre
a expressdo de proteinas envolvidas nas vias de sintese proteica e inflamagao

muscular e sistémica;

c)Efeito do exercicio fisico de forca agudo e da suplementacdo de leucina
isolada sobre a expressao de proteinas envolvidas nas vias de sintese proteica e

inflamac&o muscular e sistémica;

Com tais objetivos pretende-se avaliar:
e Expressdo de marcadores celulares de sintese proteica;

e Expressdo de marcadores e sistémicos e celulares de inflamacao (citocinas);
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5. CASUISTICA E METODOS

5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Este projeto foi conduzido como um estudo aleatorizado, duplo-cego e
controlado por placebo. O estudo foi inscrito no banco de ensaios aleatorizados
norte-americano Clinical Trial (www.clinicaltrial.gov) sob o protocolo NCT01305018.

Antes de participarem da intervencao os sujeitos passaram por avaliagcdo com o
intuito de verificar os critérios de elegibilidade. Posteriormente, os sujeitos foram
divididos aleatoriamente em 3 grupos: 1) Aminoacidos de Cadeia Ramificada
(BCAA), 2) Leucina (LEU) e 3) Placebo (PLA).

Os voluntarios foram submetidos a sessbes de familiarizacdo ao exercicio de
extensdo de joelho até que a medida de forca maxima (1RM) estivesse estabilizada.
ApOs isso, os voluntarios foram solicitados a realizar recordatorio alimentar de 3 dias
nao consecutivos (incluindo pelo menos 1 dia do final de semana) e exame de
composicao corporal. Apés a randomizacdo os voluntarios foram submetidos a 1
sessdo de exercicio de forca e suplementacdo BCAA (leucina, isoleucina e valina),

leucina ou placebo de forma isonitrogenada.

No periodo basal (pré), imediatamente antes, imediatamente apds, 30, 60, 90 e
120 minutos apos o término da sessao os voluntarios realizaram coletas de sangue.
Adicionalmente, os voluntarios foram submetidos a bidpsias musculares para
analises de expressado proteica no periodo basal (pré), 60 e 120 minutos apos o
término da sessdo. Para todas as coletas, os voluntarios foram solicitados a
comparecer ao laboratorio pela manha apés 12 horas de jejum. A figura 1 ilustra o

protocolo experimental do estudo.


http://www.clinicaltrial.gov/
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Figura 1 — Delineamento experimental do estudo. Legenda: 1RM = 1 repeticdo maxima.

5.2 APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Escola de
Educacéao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo sob o protocolo 2011/37.

5.3 SELECAO E RECRUTAMENTO DE VOLUNTARIOS
Os candidatos elegiveis obedeceram aos seguintes critérios de inclusao:

¢ Individuos do género masculino;

Faixa etaria de 18 a 30 anos;

Sedentarios;

N&ao fumantes;

N&o usuarios de suplementos alimentares;

N&o relatar dificuldades em deglutir capsulas;

e Sem acometimentos que comprometam a participacdo no estudo, tais como

disturbios do aparelho locomotor;

Os sujeitos selecionados foram informados sobre todos os detalhes do projeto.
Além disso, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tiveram

acompanhamento de educadores fisicos e nutricionistas durante o projeto
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5.4 PROTOCOLO DE SUPLEMENTACAO

Os suplementos foram providenciados conforme o modelo duplo-cego. Os
sujeitos receberam doses de 8 g de BCAA (3,3 g leucina + 2,4 g de isoleucina + 2,4
g de valina- grupo BCAA), 3,2 g de leucina + 4,8 g de alanina (grupo LEU) ou 8 g de
alanina (grupo PLA) (Ethika® Suplementos) entregues em céapsulas. O uso da
alanina como placebo se justifica no fato que este aminoacido ndo estimula a
sintese proteica miofibrilar e fornece a mesma carga de nitrogénio dos demais
grupos. Cada sujeito consumiu a dose de suplemento conforme o protocolo
experimental apresentado na figura 1. Os sujeitos consumiram 0 suplemento
imediatamente ap0s o término da sessdo de exercicio. Ao final do estudo, os
sujeitos foram inquiridos acerca do suplemento ingerido. A porcentagem de acerto
foi comparada entre os grupos como forma de assegurar a eficiéncia do

vendamento.

5.5 PROTOCOLO DO EXERCICIO FiSICO DE FORCA

Os sujeitos realizaram sessfes de familiarizacdo ao exercicio de extensdo de
joelho em cadeira extensora até que a medida de forca maxima (1RM) fosse
estabilizada. As sessbes de familiarizacdo foram realizadas em intervalos de 48
horas. No inicio de todas as sessdes de familiarizacdo, os sujeitos realizaram um
aquecimento de cinco minutos de corrida em esteira ergométrica (Movement®,
Bruden, S&do Paulo) a 9,0 km/h, seguidos de cinco minutos de alongamentos de

membros inferiores e superiores.

No inicio de todas as sessOes de familiarizacdo, 0s sujeitos realizaram
aquecimento com 5 a 10 repeticdes com carga leve (40% a 60% da percepcéo de
1RM). Apds 1 minuto de intervalo, foi realizada uma nova série composta de 3 a 5

repeticdes com carga moderada (60% a 80% da percepcéo de 1RM).

O protocolo de exercicio de forca utilizado consistiu em 8 séries de 8-10
repeticbes maximas com intervalo de repouso de 2 minutos entre as séries. O
protocolo foi iniciado a 85% 1RM e a cada série foi realizada uma reducao de 5% da
carga inicial. Todo procedimento acima descrito foi realizado no Laboratério de
Adaptacbes Neuromusculares ao Treinamento de Forca da Escola de Educacao

Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo.
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5.6 FORCA DINAMICA MAXIMA (1RM)

Todos o0s sujeitos realizaram sessdes de familiarizacdo ao exercicio de
extensdo de joelho até que a medida de forca maxima (1RM) estivesse estabilizada
com um intervalo de 48 horas entre as sessbes. Apos as sessdes de familiarizacao
foi realizada a mensuracdo da forca dindmica maxima pelo teste de 1 repeticao
maxima (1RM) em cadeira extensora no periodo basal (pré). Os voluntarios
realizaram aquecimento com 5 a 10 repeticdes com carga leve (40% a 60% da
percepcao de 1RM). Apdés 1 minuto de intervalo, foi realizada uma nova série
composta de 3 a 5 repeticbes com carga moderada (60% a 80% da percepcgéo de
1RM). Apés 2 minutos de intervalo, foram realizadas 4 a 5 tentativas para estimar a
carga maxima, com 3 a 5 minutos de repouso entre cada tentativa. Os voluntarios
receberam constante incentivo verbal durante o teste. A realizacdo do teste foi no
Laboratério de Adaptacdes Neuromusculares ao Treinamento de Forca da Escola de

Educacéao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo.

5.7 ANTROPOMETRIA E COMPOSICAO CORPORAL

A avaliacdo da composicao corporal foi realizada no periodo basal.

5.7.1 Peso e estatura

Os sujeitos foram pesados em balanca digital. A estatura foi determinada na
posicdo em pé, com auxilio de estadidbmetro. Essas medidas foram utilizadas na

realizacao do indice de massa corporal (IMC), o qual foi calculado pela formula:

IMC (kg/m?)= Peso (kg)/ estatura®(m)

5.8 AVALIACAO NUTRICIONAL

Os sujeitos foram orientados a ndo alterar seu consumo alimentar habitual
durante a participacdo no estudo. O diario foi preenchido no periodo basal (pré) em
3 dias ndo consecutivos incluindo 1 dia de final de semana. Os diarios foram
conferidos no momento de sua devolugdo e, caso alguma inconsisténcia fosse

notada, o sujeito era indagado. Todos o0s sujeitos foram treinados para o
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preenchimento do diario alimentar, segundo protocolo j& testado pelo nosso grupo
de pesquisa (SCAGLIUSI et al., 2008). Os sujeitos receberam uma cartilha com
instrucdes e exemplos sobre como preencher o diario e 38 ilustracbes
bidimensionais em preto e branco, em tamanho real, de medidas caseiras e por¢oes

de alimentos.

Os diérios foram tabulados com auxilio do programa AVANUTRI®. Foi calculado
o consumo habitual de calorias, macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos).

5.9 COLETA SANGUINEA

Para as coletas sanguineas, 0s sujeitos compareceram ao laboratério pela
manh& em jejum noturno de 12 horas. Foram coletados 15 ml sangue da veia ante-
cubital para posterior analise de insulina, glicemia, perfil lipidico e citocinas. As
amostras foram coletadas em tubo contendo &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e mantidas em isopor com gelo. Imediatamente apos a coleta as amostras
foram centrifugadas a 1800 g durante 10 minutos a 4°C. O plasma foi pipetado e
dispensado em microtubos (aliquotas), que foram congelados a -80°C para as

subsequentes analises.

5.10 INSULINEMIA E GLICEMIA

A concentracado de insulina foi determinada por meio de ensaio imunoenzimatico
(ELISA — Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) conforme recomendacdo do
fabricante (Cell Signaling®, Boston, MA- EUA). A glicemia foi dosada com auxilio de
espectrofotdmetro, utilizando-se Kit de glicose enzimatico colorimétrico (Glicose

Liquido Estavel, Bioclin®, Belo Horizonte).

5.11 PERFIL LIPIDICO

O colesterol total, HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidade), LDL-
colesterol (lipoproteina de baixa densidade) e os triglicerideos (TG) plasmaticos
foram dosados no momento pré por meio de método enzimatico colorimétrico

(BioTécnica®, Sdo Paulo, SP — Brasil). A partir do resultado de TG plasmaticos foi
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calculada a concentracdo de VLDL-colesterol (lipoproteina de densidade muito

baixa), de acordo com a equacéao de Friedewald et al. (39):

VLDL-colesterol (mg/dl) = TG /5

5.12 CONCENTRACAO DE CITOCINAS

As citocinas foram dosadas nas amostras de plasma e no muasculo nos
momentos pré, 60 e 120 minutos apds. Foram avaliadas as concentracdes de TNF-
a, IL-1B, IL-4, IL-6 e IL-10 utilizando a Tecnologia Luminex™ xMAP (Millipore®,
Billerica, MA - EUA). Neste sistema, microesferas de latex sdo coradas com dois
fluoréforos. Os kits LINCOplex™ foram desenvolvidos com estas microesferas e se
fundamentam no imunoensaio. Anticorpos de captura especificos para cada analito
estdo imobilizados as microesferas através de ligacdes covalentes nao reversiveis.
Depois que o analito (amostra) se liga aos anticorpos de captura localizados na
superficie das microesferas, a deteccao final € feita através de um terceiro marcador
fluorescente, ficoeritrina ligada ao anticorpo de deteccdo. O resultado final € um
ensaio “sanduiche” realizado através de microesferas. O equipamento Luminex 100
movimenta estas esferas em fila Unica através de feixes de dois lasers diferentes em
um citdmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser detecta (classifica) a microesfera
(codigo de cor para 0 ensaio) e 0 segundo quantifica o sinal de reporte em cada

microesfera. As concentracdes plasmaticas de cada citocina foram expressas em

pg/ml.

5.13 BIOPSIA MUSCULAR POR AGULHA DE SUCCAO.

O procedimento de biépsia muscular foi realizado nos periodos pré, 60 e 120
minutos apos a sessdo de exercicio de forca. Foi extraida uma pequena amostra
(aproximadamente 60-100 mg) da porcao lateral e mais volumosa do vasto lateral
somente do membro exercitado. O local aproximado da extracdo foi entre o ponto
médio da patela e do trocanter maior, utilizando uma agulha de succ¢éo

especialmente desenvolvida para extrair pequenas amostras de muasculo.

Para a realizacdo do procedimento, o sujeito se manteve deitado em uma maca,

mantendo os joelhos estendidos e a musculatura relaxada. Apds a assepsia do
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local, o médico responsavel administrou 3 ml de xilocaina a 1% para anestesiar o

local.

ApOs assepsia e anestesia, foi feita a incisdo para a entrada da agulha de
bidpsia no tecido muscular. Para tanto, o médico responsavel utilizou uma lamina de
bisturi n°11, esterilizada, individual e descartavel para realizar a incisdo de
aproximadamente 0,5 cm de extensdo. A agulha de bidpsia, esterilizada e de uso
individual, foi entdo inserida pelo médico responsavel através do pequeno orificio
gerado pela incisdo. Apds uma succao, aplicada na extremidade superior externa da
agulha por uma seringa de 120 ml, um pequeno pedaco de musculo foi sugado para

o interior da agulha e cortado pela sua lamina interna.

O sujeito foi sempre informado dos procedimentos que tomaram sequéncia, e
apos a retirada da agulha, foi aplicada pressdo sobre o ponto de incisdo para
prevenir sangramento. A incisdo foi fechada com bandagem esterilizada e coberta
com uma sutura estéril para prevenir o seu desprendimento e uma faixa foi envolvida
na coxa, aplicando presséo continua, a fim de evitar qualquer edema local. O sujeito
foi instruido a manter a bandagem por 24 horas e a manter a incisao limpa e seca

pelo periodo de 72 horas.

O tecido coletado foi imediatamente dividido e congelados a -80°C para as

subsequentes analises.
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Figura 2 — Biopsia muscular com agulha de Bergstrom. (A) a pele e o tecido
subcutaneo séo anestesiados com xilocaina; (B) é feita uma incisao de 4-5 mm para romper
a fascia muscular; (C) a agulha é inserida no muasculo, a succédo é realizada e a agulha é
entdo fechada; (D) a agulha é removida; (E) o tecido muscular é removido da agulha e
congelado a -80°C para posterior analise; (F) a sutura é realizada. Extraido de Tarnopolsky
et al. (136).

5.14 EXPRESSAO DE PROTEINAS MUSCULARES

5.14.1 Expressao de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo de

sintese proteica muscular

A expressao de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo de sintese
proteica nas amostras musculares dos sujeitos foi realizada por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) conforme
recomendacdo do fabricante (Cell Signaling®, Boston, MA- EUA). Foi avaliada a
expressdo total das proteinas p-p70S6K™38° p-4E-BP1™376 e p-elF4E 5¢?%° As
amostras foram homogeinizadas em tamp&o de lise na concentracédo de 2x (20 mM
de Tris-HCI (pH7,5), 150 mM de NaCl, 1 mM de Na2EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton,
2,5 mM de pirofosfato de sédio, 1 mM de B-glicerofosfato, 1mM NazVO,4 e 1 ug/ml de
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leupeptina) e centrifugadas a 1800 g por 10 minutos a 4°C para remogao dos debris.
O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80°C para dosagem. A dosagem de
proteina total foi realizada pelo método descrito por Bradford (1976). As amostras
foram diluidas no tampéao de lise acima descrito para ajustar a concentracao proteica
para 30 ug/ml e homogeneizadas com o reagente de diluicdo de amostra (100 ul de
amostra + 100 pl de reagente de diluigdo). Do total, 100 yl de homogenato diluido
foram dispensados na microplaca, a qual foi selada e incubada a 4°C por 12 horas.
As amostras foram removidas da placa e a mesma foi lavada 4 vezes com 200 ul de
tampéo de lavagem. O anticorpo primario foi adicionado na placa (100 pl) seguido de
incubacao de 1 hora a 37°C. O procedimento de lavagem foi repetido e 100 pl do
anticorpo foi adicionado na placa e a mesma foi incubada por 30 minutos a 37°C.
Apods nova lavagem, 100 ul do substrato TMB foi adicionado em cada poc¢o da placa
com posterior incubagdo de 10 minutos a 37°C. Por fim, 100 pl solugdo STOP foi
adicionada em cada poco da placa e a leitura foi realizada imediatamente no
comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos em absorbéncia,

sendo os valores encontrados proporcionais a quantidade de proteina alvo ligada.

5.15 ANALISE ESTATISTICA

Antes da analise inferencial, foi verificada a presenca de outliers e testada a
normalidade dos dados. Tendo garantido os pressupostos fundamentais para a
utilizacdo da anélise de variancia, foi utilizado o Mixed Model (SAS®) para andlise de
medidas repetidas e, quando pertinente Post hoc de Tukey para comparacdes
multiplas. Foram testadas quatro estruturas de matriz de covariancias diferentes
(auto-regressivo, compound simétrico, toeplitz e unstructured), sendo analisado o
menor valor de BIC (critério de Schwarz Bayesian) para determinar a estrutura que
melhor se ajustasse ao modelo. Foi utilizado analise de variancia simples (ANOVA
ONE WAY) para as comparacdes basais. Para os valores de citocinas foi utilizado
analise de variancia simples ndo paramétrica (Teste Kruskal-Wallis) e, quando

pertinente Post Hoc de Dunns.

Todos os dados foram expressos em média + desvio padrdo. O nivel de
significancia adotado para rejeitar a hipétese nula foi de p < 0,05. O software

utilizado foi o SAS® versio 9.2.
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6. RESULTADOS

6.1 PARTICIPANTES

Os sujeitos foram recrutados e selecionados no periodo de Setembro de 2011
a dezembro de 2012. Aproximadamente 35 sujeitos responderam o convite por emalil
e telefone. Desses 35 voluntarios, 18 atingiram os critérios de inclusdo. A amostra
final foi composta por 18 sujeitos, dos quais 6 participaram do grupo aminoéacidos de
cadeia ramificada (BCAA), 6 do grupo leucina (LEU) e 6 do grupo placebo (PLA). A

figura 2 ilustra o fluxograma de sujeitos do estudo.

Interessados em participar
do estudo (n=35)

[ Naose enquadraram no
l critério de inclusdo (n=17)

Sujeitos aleatorizados
(n=18)

Intervencao Intervencao Intervencao
Grupo BCAA Grupo LEU Grupo PLA
(n=6) (n=6) (n=6)

Analisados Analisados Analisados
Grupo BCAA Grupo LEU Grupo PLA
(n=86) (n=6) (n=6)

Figura 3 — Fluxograma de sujeitos do estudo. Legenda: BCAA= grupo aminoacidos de

cadeia ramificada; LEU= grupo leucina; PLA= placebo.

A tabela 1 ilustra as caracteristicas gerais dos grupos. Nao houve diferenca

para nenhuma variavel no periodo basal.
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Tabela 1- Caracteristicas dos sujeitos da amostra

BCAA LEU PLA
Idade (anos) 26,2 £ 3,7 25,0+ 3,2 26,2+ 3,7
Peso (kg) 80,8+2,8 67,4+8,6 71,3+7,6
Estatura (m) 1,75+£0,1 1,76 £0,1 1,70£0,1
IMC (kg/m?) 26,39+ 1,8 22,46 +5,2 24,66 + 2,6

Todos os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Legenda: IMC = indice de
Massa Corporal; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia ramificada; LEU= grupo leucina;
PLA= grupo placebo.

6.2 FORCA DINAMICA MAXIMA (1RM)

Os dados de forca dinamica maxima muscular estédo representados na tabela

2 e figura 4, avaliado pelo teste de forca dinamica maxima no periodo basal.

Tabela 2- Forca Dinamica Maxima dos sujeitos da amostra

BCAA LEU PLA

1RM (kq) 96,0 +£9,9 78,0 +10,7 80,0+12,3

Todos os valores estdo expressos em meédia + desvio padrdo. Legenda: RM = Forca
Dinamica Maxima; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia ramificada; LEU= grupo leucina;
PLA= grupo placebo.

N&o houve diferencas significativas entre os grupos nos valores do teste de
forca dinAmica maxima (p > 0,05). Podemos observar que a amostra total e os

grupos sdo homogéneos quanto a esses valores (Figura 4).
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Figura 4 — Forga Dinamica Maxima dos sujeitos da amostra. Dados como média + desvio
padrao. Legenda: RM = For¢ca Dindmica Maxima; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia

ramificada; LEU= grupo leucina; PLA= grupo placebo.

6. 3 AVALIACAO NUTRICIONAL

Os dados de consumo alimentar estédo expressos na Tabela 3, como a média
da ingestdo alimentar de 3 dias ndo consecutivos incluindo um dia de final de
semana. Nao houve diferenca significativa intra e entre grupos para nenhuma das

variaveis (p> 0,05).



Tabela 3- Ingestéo alimentar dos sujeitos da amostra
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BCAA

LEU

PLA

VET (kcal)

VET/ PC (kcal/kg)

CHO (g)

CHO (%VET)

CHO/ PC (g/kg)

PROT (g)

PROT (%VET)

PROT/ PC (g/kg)

LIP (9)

LIP (%VET)

LIP/ PC (g/kg)

2357,0 +£479,2

294+7.2

258,6 + 35,7

45,2 +12,2

3,2+04

136,1 + 43,7

22,7+2,8

1,71+0,6

86,3 +40,9

31,9+9,5

1,10+0,6

2547,0 £ 213,5

39,1+1,9

363,7 +48,3

57,5+10,2

567+1,.2

107,9+15,4

169+2,0

1,66 £0,3

74,4+ 35,4

259+11,0

1,12+0,5

2484,0 +791,2

36,6 +12,0

311,2 +108,1

49,8 £ 6,7

4,58 +1,6

120,1 + 53,7

189+2,6

1,77+0,8

84,3 +22,7

31,3+6,0

1,26 +£0,4

Todos os valores estdo expressos em média

desvio padrdo. Legenda: VET = valor

energético total; PC = peso corporal; CHO = carboidratos; PROT = proteinas; LIP = lipideos;

BCAA= grupo aminoacidos de cadeia ramificada; LEU= grupo leucina; PLA=grupo placebo.
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Os dados de insulina e glicemia estéo representados na tabela 4 e na figura

Tabela 4 — Efeitos da suplementacao e do exercicio de forca agudo sobre os valores

de glicemia e insulina plasmatica.

Pré 0 30° 60° 90’ 120°
Glicemia (mg/ dL)
PLA 68,335 679+4/4 68,1+7,2 68,0+ 4,6 68,4 +0,9 66,7 +2,8
BCAA 67,136 70,7+4,9 68,024 66,5+2,9 67,4+23 69,4 +3,1
LEU 70,7+42 71,1+23 73,1+29 73,2+1,6 71,7+1,6 71,1+1,0
Insulina (mU/ 1)
PLA 198+1,3 20,0+1,8 20,3+1,6 20,4+2,3 194+1,5 18,8 +1,9
BCAA 19,7+26 19,5+39 20,8+ 3,6 24,0+ 3,0 198+2/4 19,1+1,2
LEU 21,2+36 22,1+33 205+2,2 25,2+2,4% 218+34 20,6 £3,2

Todos os valores estdo expressos em média *

desvio padrdo. Legenda: PLA= grupo

placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia ramificada; LEU= grupo leucina. @

Significativamente maior em comparacéo ao grupo placebo no mesmo tempo (p < 0,05); °

Significativamente maior no tempo 60’ em comparagao ao pré (p < 0,05).

Para os valores de glicemia foi encontrado efeito de grupo (p < 0,001). Nao
houve alteracfes significativas nos valores de glicemia ao longo da curva bem como
na area total abaixo da curva de glicemia em relacdo ao tempo ou tratamento (p >
0,05).
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Para os valores de insulina, pode se observar efeito de grupo (p= 0,0066) e
tempo (p= 0,0027). A concentracdo plasmatica de insulina aumentou
significativamente nos grupos BCAA e leucina 60 minutos ap0s a ingestdo em
comparacao ao grupo placebo (p= 0,0023 e p= 0,0026 respectivamente) e aos
valores basais (p= 0,0067 e p= 0,0111 respectivamente. Figura 4). Nao foi

encontrada diferenca significativa na area total abaixo da curva de insulina (p > 0,05.

Figura 5).
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Figura 5 — Efeitos da suplementacdo e do exercicio de forca agudo sobre os valores de
glicemia e insulina plasmatica. (A) glicemia, (B) AUC glicemia, (C) insulina, (D) AUC insulina.
Dados como média + desvio padrdo. Legenda: PLA= grupo placebo; BCAA= grupo
aminoacidos de cadeia ramificada; LEU= grupo leucina, AUC = area sobre a curva. *
Significativamente maior nos grupos BCAA e leucina em comparagdo ao grupo placebo no
mesmo tempo (p < 0,05); # Significativamente maior nos grupos BCAA e leucina no tempo

60’ em comparagao ao pré (p < 0,05).



6.5 PERFIL LIPIDICO

Os dados de perfil lipidico estédo representados na tabela 5.

Tabela 5- Perfil lipidico dos sujeitos da amostra no periodo pré

46

BCAA LEU PLA
Colesterol total (mg/dL) 189,1+£21,6 179,6 £245 168,4 £ 24,7
TG (mg/dL) 159,2 + 46,8 148,2 + 51,4 159,3 + 36,5
HDL colesterol (mg/dL) 35,2+ 12,1 36,6 +£13,3 38,9+6,7
LDL colesterol (mg/dL) 117,7 £ 20,2 117,5+ 32,0 110,12 + 33,5
VLDL colesterol (mg/dL) 31,8+9,4 30,3+9,9 31,9+7,3

Todos os valores estdo expressos em média = desvio padrdo. Legenda: TG = triglicerideos;

HDL = lipoproteina de elevada densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; VLDL=

lipoproteina de densidade muito baixa; BCAA= grupo aminodcidos de cadeia ramificada;

LEU= grupo leucina; PLA=grupo placebo.

N&o houve diferencas significativas nos valores de colesterol total, TG, HDL

colesterol, LDL colesterol e VLDL colesterol no momento pré entre os grupos (p >

0,05).
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6.6 CONCENTRACAO DE CITOCINAS

Os dados de citocinas musculares estao representados nas figuras 6, 7. Os
dados de citocinas plasmaticas estédo representados nas figuras 8 e 9.

Citocinas Musculares

Para os valores de citocinas musculares pode-se observar que o exercicio
fisico leva a uma reducdo na concentracao de IL-10, IL-1 B, IL-4 e IL-6 entre
momento pré e 60 minutos apos (PLA; A1=-3,2+23,A1=-01+0,3,A1=-18=
4,7, A1 = - 1,0 + 1,8; respectivamente. Figura 6). J& no periodo entre 60 e 120
minutos apés, pode-se observar que o exercicio fisico apresenta uma reducdo na
concentracdo de IL-10 e IL-6 (PLA; A2 = -09 + 0,6, A2 = - 0,7 £ 1,3;
respectivamente. Figura 6) e aumento na concentracdo de IL-4 e IL-1B (PLA; A2 =
1,5+4,4, A2 = 0,3 + 0,6; respectivamente. Figura 7).

Quando o exercicio fisico associa-se a suplementacdo de leucina pode-se
observar uma reducéo na concentracao de IL-10, IL-1 B, IL-4 (LEU; A1 =-0,9+ 1,5,
Al =-08 %11, A1 = - 13 £ 3,4; respectivamente. Figura 6) e aumento na
concentracédo de IL-6 (LEU; A1

minutos apos. Ja no periodo entre 60 e 120 minutos apds, pode-se observar que

0,3 £ 0,8. Figura 6) entre 0 momento pré e 60

ocorre uma reducao na concentracéo de IL-1B e IL-6 (LEU; A2 =-0,3 £ 0,5, A2 =-0,2
+ 1,0; respectivamente. Figura 7) e aumento na concentracao de IL-10 e IL-4 (LEU;
A2=25+31,A2=1,3 % 2,5; respectivamente. Figura 7).

Quando o exercicio fisico associa-se a suplementacdo de BCAA pode-se
observar uma reducéo na concentracdo de IL-10 (BCAA; A1 =-0,4 + 2,5. Figura 6) e
aumento na concentracao de IL-183, IL- 4 e IL-6 (BCAA; A1=0,5+£0,5 A1 =28+
8,4, A1 = 0,3 £ 0,3; respectivamente. Figura 6) entre 0 momento pré e 60 minutos
apos. Ja no periodo entre 60 e 120 minutos apds, pode-se observar que ocorre uma
reducdo na concentracao de IL-1B3, IL-4 e IL-6 (BCAA; A2 =-0,1 £ 0,4, A2 =-3,0 %
8,0, A2 =-0,4 + 0,3; respectivamente. Figura 7) e aumento na concentracéo de IL-10
(BCAA; A2 = 2,8 +2,3. Figura 7).

Foi encontrada diferenca significativa entre os grupos BCAA e leucina
comparado ao grupo placebo para a concentracéo de IL-10 entre 0 momento 60 e

120 minutos apos (p=0,04). Nesse mesmo periodo de tempo, também foi encontrada
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diferenca significativa entre o grupo leucina e BCAA para a concentracdo de IL-1[3
(p=0,04). Nao foram encontrados niveis detectdveis de TNF-a nas amostras

musculares em todos os momentos analisados.
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Figura 6 — Efeitos da suplementacdo e do exercicio de forca agudo sobre o delta de 60
minutos de citocinas musculares (A) IL-10, (B) IL-1B, (C) IL-4, (D) IL-6. Dados como média +
desvio padrao. Legenda: A1= delta 1 (delta da concentracdo de citocina no momento 60
minutos e momento pré); PLA= grupo placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia
ramificada; LEU= grupo leucina, IL-10= interleucina 10; IL-1B= interleucina 1 beta; IL-4=

interleucina 4; IL-6= interleucina 6.
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Figura 7 — Efeitos da suplementacdo e do exercicio de forca agudo sobre o delta de 120
minutos de citocinas musculares (A) IL-10, (B) IL-1B, (C) IL-4, (D) IL-6. Dados como média +
desvio padrao. Legenda: A2= delta 2 (delta da concentracdo de citocina no momento 120
minutos e momento 60 minutos); PLA= grupo placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia
ramificada; LEU= grupo leucina, IL-10= interleucina 10; IL-1B= interleucina 1 beta; IL-4=
interleucina 4; IL-6= interleucina 6. # Significativamente maior nos grupos BCAA e leucina
em comparacgao ao grupo placebo (p < 0,05). * Significativamente diferente entre os grupos
BCAA e leucina (p < 0,05);
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Citocinas plasmaticas

Para os valores de citocinas plasméaticas pode-se observar que 0 exercicio
fisico leva a uma reducdo na concentracao de IL-10 e TNF-a (PLA; A1 =-0,3 £ 0,3,
A1 =-0,6 £ 0,8, respectivamente. Figura 8) e aumento na concentracao de IL-13 e
IL-4 (PLA; A1=0,5£0,7, A1 =0,5% 0,4, respectivamente. Figura 8) entre momento
pré e 60 minutos apds. No periodo entre 60 e 120 minutos apos, pode-se observar
gue o exercicio fisico apresenta uma reducdo na concentracédo de IL-4 e IL-1B (PLA,;
A2 = -0,01 £ 0,6, A2 = - 0,6 £ 1,0; respectivamente. Figura 9) e aumento na
concentragcdo de IL-10 e TNF-a (PLA; A2 = 0,3 + 0,6, A2 = 0,3 = 1,0;
respectivamente. Figura 9).

Quando o exercicio fisico associa-se a suplementacdo de leucina pode-se
observar uma reducéo na concentragcao de IL-1 B, IL-4 e TNF-a (LEU; A1 =-0,02
0,04, A1 =-0,06 £0,3, A1 =-0,7 £ 1,2; respectivamente. Figura 8) e aumento na
concentragédo de IL-10 ( LEU; A1 = 0,4 £ 0,8. Figura 8) entre o momento pré e 60
minutos apos. Ja no periodo entre 60 e 120 minutos apds, pode-se observar que
ocorre uma reducdo na concentracédo de TNF-a (LEU; A2 = -0,06 + 0,9. Figura 9) e
aumento na concentracdo de IL-10, IL-1B e IL-4 (LEU; A2=0,2 £ 0,7, A2 =0,3 £ 0,6,
A2 = 0,2 + 0,7; respectivamente. Figura 9).

Quando o exercicio fisico associa-se a suplementacdo de BCAA pode-se
observar uma reducéo na concentracdo de IL-1 B, IL-4 e TNF-a (BCAA; A1 =-0,2 £
0,2; A1 =-0,2 £ 0,6, A1 =-09 £ 24; respectivamente. Figura 8) e aumento na
concentracdo de IL-10 (BCAA; A1 = 2,1 + 3,2. Figura 8) entre o momento pré e 60
minutos apds. Ja no periodo entre 60 e 120 minutos apds, pode-se observar que
ocorre uma reducdo na concentracdo de TNF-a (BCAA; A2 = -0,3 = 1,0. Figura 9) e
aumento na concentracdo de IL-10, IL-1B e IL-4 (BCAA; A2 =0,1 1,2, A2=0,3
0,5, A2 =1,7 + 2,4; respectivamente. Figura 9).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos em todas as
variaveis e momentos analisados (p>0,05). Ndo foram encontrados niveis

detectaveis de IL-6 nas amostras plasmaticas em todos os momentos analisados.
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Figura 8 — Efeitos da suplementacdo e do exercicio de forca agudo sobre o delta de 60
minutos de citocinas plasméticas (A) IL-10, (B) IL-1B, (C) IL-4, (D) IL-6. Dados como média +
desvio padrdo. Legenda: A1= delta 1 (delta da concentragao de citocina no momento 60
minutos e momento pré); PLA= grupo placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia
ramificada; LEU= grupo leucina, IL-10= interleucina 10; IL-1B= interleucina 1 beta; IL-4=

interleucina 4; IL-6= interleucina 6.
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Figura 9 — Efeitos da suplementacdo e do exercicio de forca agudo sobre o delta de 120
minutos de citocinas plasméticas (A) IL-10, (B) IL-1B, (C) IL-4, (D) IL-6. Dados como média +
desvio padrao. Legenda: A2= delta 2 (delta da concentracdo de citocina no momento 120
minutos e momento 60 minutos); PLA= grupo placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia
ramificada; LEU= grupo leucina, IL-10= interleucina 10; IL-1B= interleucina 1 beta; IL-4=

interleucina 4; IL-6= interleucina 6.
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6.7 EXPRESSAO DE PROTEINAS MUSCULARES

6.7.1 Expressdo de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacéo de

sintese proteica muscular

Os dados de expressao de proteinas musculares envolvidas na cascata de
sinalizacdo de sintese proteica muscular estdo representados na tabela 6 e figura
10. Os resultados estdo expressos em absorbéancia, sendo os valores encontrados

proporcionais a quantidade de proteina alvo ligada.
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Tabela 6 — Efeitos da suplementacdo e do exercicio de forca agudo sobre a

expressdo de proteinas musculares envolvidas na cascata de sintese proteica

muscular.
Basal 60 120°
p-4E-BP1 ™™ (Absorbancia)
PLA 0,634 £0,151 0,895 + 0,305 0,964 + 0,279
BCAA 0,477 £ 0,220 0,759 + 0,227 1,431 + 0,177%¢
LEU 0,558 +0,239 0,913 £ 0,222 1,609 £ 0,182°°
p-p70S6K "8 (Absorbancia)
PLA 0,183 £ 0,005 0,251 + 0,052 0,283 + 0,047
BCAA 0,194 £ 0,011 0,315 + 0,021%° 0,350 + 0,036 *°
LEU 0,189 + 0,008 0,312 +0,036 P 0,323 + 0,033 %¢
p-elF4E 5% (Absorbancia)
PLA 0,773 £ 0,036 0,872 = 0,053 0,950 + 0,141
BCAA 0,808 + 0,123 1,002 +0,037° 1,198 + 0,092 #¢
LEU 0,836 + 0,146 1,082 + 0,144 1,162 + 0,144 2¢

Todos os valores estdo expressos em média *

placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia ramificada; LEU= grupo leucina.

desvio padrdo. Legenda: PLA= grupo

a

Significativamente maior em comparacéo ao grupo placebo no mesmo tempo (p < 0,05); °

Significativamente maior no tempo 60’

em comparagédo ao pré (p < 0,05);

Significativamente maior no tempo 60’ em comparagao ao pré (p < 0,05).

c
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No inicio do estudo, a expressdo de todas as proteinas foi semelhante entre
0s grupos (p> 0,05). Todos os grupos apresentaram efeito de tempo significativo
depois do protocolo experimental (p <0,0001). No entanto, tanto a suplementacao de
BCAA como a de leucina aumentou significativamente a expressdo p-4E-BP1T"37/46
120 minutos ap6s comparado ao grupo placebo no mesmo tempo (p =0,0009 e p
<0,0001, respectivamente) e aos valores basais (p <0,0001) . A expresséo de p-
p70S6k™™3# foi significativamente aumentada nos grupos BCAA e leucina ap6s 60
minutos quando comparado com o grupo placebo no mesmo tempo (p= 0,0011 e p=
0,0017, respectivamente) e aos valores basais (p< 0,0001). Esse padréo se
manteve 120 minutos apos, em ambos os grupos, comparado ao grupo placebo no
mesmo tempo (p= 0,0007 e p= 0,0353 respectivamente) e aos valores basais (p<
0,0001). A expresséo de p-elF4E>*?*° encontrou-se significativamente aumentada
apo6s 60 minutos apenas no grupo leucina quando comparado ao grupo placebo
(p=0,0021) e aos valores basais (p= 0,0004). Porém, 120 minutos apds encontrou-se
significativamente elevada em ambos grupos comparado ao grupo placebo

(p=0,0004 e p= 0,0019 respectivamente) e aos valores basais (p< 0,0001).
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Figura 10 — Efeitos da suplementacéo e do exercicio de forca agudo sobre a expressao de
proteinas musculares envolvidas na cascata de sintese proteica muscular. (A) p-4E-
BP1™"3746  (B) p-p70S6k™™*® (C) p-elF4E%*?®°. Dados como média + desvio padro.
Legenda: PLA= grupo placebo; BCAA= grupo aminoacidos de cadeia ramificada; LEU=
grupo leucina * Significativamente maior em comparagdo ao grupo placebo no mesmo

tempo (p < 0,05); # Significativamente maior em comparacao ao pré (p < 0,05).
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7. DISCUSSAO

O objetivo desse estudo foi comparar os efeitos da suplementacdo de BCAA e
leucina isolada sobre as vias de sintese proteica muscular no exercicio de forca
mensurando fatores sistémicos, teciduais e moleculares. O principal achado do
estudo foi que a suplementacdo aguda de leucina isolada, diferentemente do que
era especulado, possui efeitos semelhantes a suplementacdo de BCAA apdls o
exercicio de forca. De forma bastante curiosa, podemos observar em nosso estudo
gue o BCAA e a leucina possuem efeitos semelhantes sobre a homeostase de
glicose; niveis plasmaticos e musculares de citocinas; e na estimulacdo das vias de
sintese proteica muscular.

Os BCAA sao aminoacidos essenciais que correspondem cerca de 35% dos
aminoacidos essenciais em proteinas musculares (MARCHINI et al., 1998;
WAGENMAKERS, 1998). Os BCAA apresentam papel fundamental na regulacéo de
processos anabolicos, envolvendo tanto as vias de sintese quanto as de degradacao
proteica muscular (SHIMOMURA et al., 2006a; TOM; NAIR, 2006). Na pratica
esportiva, os BCAA sao frequentemente utilizados por atletas com a finalidade de
promover anabolismo proteico muscular, atenuar a fadiga central, estimular a
secrecdo de insulina, melhorar os processos imunologicos e atenuar a leséo
muscular induzida pelo exercicio (DA LUZ et al., 2012; SHIMOMURA et al., 20062).

Os efeitos da suplementacdo de aminoacidos essenciais sobre a homeostase
de glicose sdo amplamente descritos na literatura. Os aminoacidos essenciais séo
conhecidos por possuir uma acao insulinotropica, aumentando a secrecdo de
insulina numa maior magnitude quando estdo presentes em uma mistura contendo
carboidrato e proteina comparada a uma fonte contendo apenas carboidrato (VAN
LOON et al.,, 2000). Um estudo realizado por Van Loon et al. (2000) verificou a
resposta da suplementacdo de diferentes doses e combinacfes de bebidas
(contendo ou néo carboidrato) na homeostase de glicose. Os autores demonstraram
gue a resposta na concentracdo de insulina esta positivamente correlacionada a
concentracdo plasméatica de leucina, fenilalanina e tirosina. Os autores observaram
gue uma mistura contendo proteina hidrolisada, leucina, fenilalanina e carboidrato
elevam de forma significativa as concentracdes de insulina plasméatica. Dentre os

aminoacidos essenciais, a leucina é considerada fundamental na homeostase de
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glicose por exercer efeitos agudos e cronicos no musculo, figado e tecido adiposo,
sendo capaz de estimular agudamente a secrecdo de insulina nas células
pancreaticas (YANG et al., 2010). Os resultados encontrados em nosso estudo
demonstraram que a suplementacdo de BCAA e leucina possuem efeitos
semelhantes sobre a homeostase de glicose aumentando significativamente a
concentracdo plasmatica de insulina 60 minutos apés a ingestdo em comparacao ao
grupo placebo. Os resultados encontrados corroboram com estudos anteriores
publicados na literatura. Estudos demonstram que existe uma resposta
insulinotropica com pico de insulina cerca de 40 a 60 minutos apés a ingestdo de
aminoacidos essenciais, dentre eles os BCAA (BOLSTER; JEFFERSON; KIMBALL;
2004; ANTHONY et al., 2002, POWER et al., 2009). Um estudo recente, realizado
por Power et al. (2009) demonstrou que a suplementacao de 45g de whey protein e
45g de whey protein hidrolisado, que continha BCAA em sua composi¢géo, aumentou
a concentracdo de insulina (~28% e 43%, respectivamente) cerca de 60 minutos
apos a ingestdo. O aumento na concentracao de insulina parece ser capaz de agir
de forma sinérgica a ingestdo de leucina no controle da sintese proteica muscular.
Estudos recentes vém demonstrando que a insulina € um hormdnio anabdlico que
esta relacionado a ativacdo da proteina Akt e consequentemente culminando na
ativacao dos seus efetores (NORTON; LAYMAN, 2006; DAN; BALDWIN, 2008).

Estudos recentes vém postulando que os BCAA também poderiam ter efeitos
sobre o remodelamento muscular por, possivelmente, ser capaz de modular
indiretamente o balanco inflamatério de humanos. Os BCAA poderiam modular
indiretamente o estado inflamatorio da célula muscular através da producdo de
glutamina em condic¢des caracterizadas por um consumo de glutamina elevado e/ou
diminuicdo na concentracdo de glutamato. Ja4 vem sendo amplamente demonstrado
na literatura que a disponibilidade de glutamina influencia a producédo de citocinas
como interleucina 1 (IL-1), interleucina 10 (IL-10) e interferon gama ( IFN-y)(
BRUUNSGAARD, 2005; FLYNN et al., 2007; NICASTRO et al., 2012). Estudos
demonstraram que as concentracdes de glutamina também possuem um papel
importante na via de sinalizacdo do NF-kB. O NF-kB pode levar a um quadro de
resisténcia a insulina através nitrosilacéo do receptor de insulina (IR) (FOUAD et al.,
2004; YASUKAWA et al., 2005). Sob tais condicfes, a via de traducdo mTOR pode

ter seu sinal prejudicado através de proteinas envolvidas nas etapas iniciais da
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traducdo, tais como substratos do receptor de insulina (IRS), Akt, e 4E-BP1
(SANDRI, 2008).

O exercicio influencia de forma aguda e crbnica o sistema imune. Em
modalidades de endurance, alguns estudos tém avaliado a efetividade da
suplementacdo de BCAA em manter a concentracado plasmatica de glutamina e
modificar a resposta imune no exercicio exaustivo. Dados dos estudos demonstram
gue a manutencédo da concentracao plasmatica de glutamina com a suplementacao
de BCAA possui efeitos positivos na imunocompeténcia de atletas. Contudo, estudos
com suplementacdo de glutamina durante e apds exercicios de endurance indicam
gue essa intervencdo nutricional ndo previne a reducdo da imunocompeténcia
induzida pelo exercicio (KRZYWKOWSKI et al., 200la; KRZYWKOWSKI et
al.,2001b; ROGERO; TIRAPEGUI, 2008). Sendo assim, os mecanismos pelos quais
a suplementagdo de BCAA atuaria de forma benéfica na melhora da
imunocompeténcia ndo estdo completamente elucidados na literatura. Até o
presente momento ndo se sabe se o efeito € devido a manutencéo da concentracao

plasmatica de glutamina ou se € algum efeito direto da suplementacédo de BCAA.

Os resultados encontrados no nosso estudo demonstram um padrédo de
comportamento nas concentracdes de citocinas plasmaticas e musculares. Embora
nao tenha sido encontrada diferenca significativa, pode-se observar que exercicio de
forca leva a uma reducdo na concentracdo muscular e plasmatica de citocinas anti-
inflamatorias (IL-10, IL-4 e IL-6) e aumento na concentracdo muscular e plasmatica
de citocinas pro-inflamatérias (IL-18 e TNF-a) na primeira hora apés a atividade.
Essa resposta se mantém na segunda hora ap0és a atividade para a concentracéo de
citocinas musculares, porém na concentracdo de citocinas plasmaticas pode-se
observar que ocorre um aumento na concentracdo de IL-10 e reducdo na
concentracdo de IL-1B. Esses padrées de comportamento presente nos resultados
vao de acordo com a literatura. J& vem sendo demontrado que o exercicio de forca
agudo de intensidade moderada induz uma resposta inflamatéria sistémica leve,
caracterizada pelo acumulo de macrofagos e neutréfilos na célula muscular e
elevacdo de até 100 vezes na concentracdo de IL-6, seguida por aumentos dos
niveis circulantes de marcadores anti-inflamatérios como IL-10 (DRENTH et al. |,
1998; MOLDOVEANU et al., 2000; PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Tem se

sugerido que o aumento na concentracéo de IL-6 mediado pela contragcdo muscular
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€ um fendmeno bioquimico especifico com a finalidade de sensor energético
aumentando a captacdo de glicose e a oxidagcdo de gordura durante a atividade
fisica (PEDERSEN; FEBRAIO, 2008) De forma crbnica, o exercicio parece suprimir
citocinas proé-inflamatorias, tais como TNF-a e aumentar citocinas anti-inflamatorias
(IL-4, IL-10 e TGF-B) ( BRUUNSGAARD, 2005; FLYNN et al., 2007; NICASTRO et
al., 2012). Embora, o dano muscular e os processos inflamatérios caracterizados
pelo aumento das concentracbes de TNF- a possam inibir a sinalizacao celular via
Akt, estudos recentes tém demonstrado que a resposta inflamatéria pode ser
necessaria para o reparo e adaptacdo musculares uma vez que ativa as células
satélites (LAPOINTE et al., 2002; TRAPPE et al., 2002; BONDESEN et al., 2004;
SHEN et al.,, 2005; SOLTOW et al.,, 2006). Portanto, ndo esta completamente
elucidado na literatura se a atenuacao da inflamacao apos o exercicio de forca seria

benéfico ou atrapalharia os processos de adaptacao e reparo muscular.

No tocante da estimulacdo da sintese proteica muscular, vem sendo
amplamente demonstrado na literatura o papel do BCAA e particularmente a leucina.
Estudos demonstram que a leucina exerce os seus efeitos em nivel pés-traducional
durante a fase de iniciacdo da traducdo do mRNA em proteina, sendo 0 mecanismo
relacionado ao fato da ativacdo da proteina quinase mTOR e também por meio de
trés proteinas regulatérias chaves: p70S6k, 4E-BP1 e o fator de iniciacdo
eucariotico 4G (elF4G) (MERO, 1999; ANTHONY et al.,, 2002; CYNOBER &
HARRIS, 2006; HARRIS et al., 2004; HARRIS et al., 2005; HUTSON et al., 2005;
SHIMOMURA et al., 2006a; SHIMOMURA et al., 2006b; SHIMOMURA,; HARRIS,
2006). N6s observamos no presente estudo que a suplementacdo de leucina e
BCAA possuem efeitos sobre a ativacdo dos efetores da cascata de sinalizacédo da
via mTOR. O exercicio fisico de forma isolada é capaz de estimular a fosforilacéo de
p-p70S6k ™8 porém o efeito é potencializado quando associado & suplementacéo

de leucina e BCAA a partir de 60 minutos apos e o efeito se mantém até 120 apos a

1Thr37/46 ESer209

suplementacdo. Em contrapartida, a fosforilacdo de p-4E-BP e p-elF4

parecem ser estimuladas somente na presenca de BCAA e leucina. A fosforilacdo de

p-4E-BP1"™"3"4¢ encontra-se aumentada 120 minutos apds a ingestdo de leucina e

Ser209
E

BCAA. Ja para os dados de fosforilacdo de p-elF4 podemos observar que a

leucina e 0 BCAA possuem efeitos distintos. A leucina é capaz de estimular a

Ser209
E

fosforilacdo de elF4 a partir de 60 minutos apoés e o efeito se mantém em 120
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minutos apos a suplementacéo. J& o BCAA possui um efeito mais tardio, fosforilando

a via apenas 120 minutos apds a suplementacéo.

Os resultados encontrados em nosso estudo vao de acordo com dados da
literatura. Diversas linhas de pesquisa sugerem que a leucina possui papel
fundamental na estimulacdo da sintese proteica muscular. Estudos recentes
demonstraram que a leucinemia sanguinea apds o exercicio fisico € capaz de
maximizar a sintese proteica muscular. Os mecanismos que sustentam a relacao
anabdlica sinérgica entre os aminoacidos e o exercicio de forca na sintese proteica
muscular parecem envolver a ativagdo contracao/nutriente mediada da via de
sinalizacdo Akt/mTOR. Apds a ingestdo do aminoacido leucina a sintese proteica
sofre incremento paralelamente a ativacao/fosforilagdo da proteina p70s6k (APRO;
BLOMSTRAND, 2010; TERZIS et al., 2010; WEST et al., 2011). Em adicéo, outros
efetores da via mTOR sé&o ativados em resposta a estimulos anabdlicos, como a
suplementacdo com aminoacidos. Entre estes, pode-se destacar o aumento na
fosforilacdo de 4EBP-1, o qual ativa o processo de sintese proteica através da
liberacdo do elF4E, favorecendo a formacdo do complexo elF4F e a consequente
interacdo do MRNA com a subunidade ribossomal 40S, dando inicio ao processo de
traducéo (TEE ; BLENIS, 2005).

Um estudo realizado por Karlsson et al. (2004) investigou o efeito do
treinamento de forca isolado (4 séries de 10 repeticbes a 80% de 1RM no leg press
em duas ocasifes) ou combinado com a suplementacdo de BCAA (45% de leucina,
30% de valina e 25% de isoleucina, totalizando 100 mg/kg de BCAA) na fosforilacéo
de proteinas envolvidas na sintese proteica muscular apds o exercicio de forca.
Semelhante aos dados encontrados em nosso estudo, O exercicio gerou um
aumento significativo na fosforilacéo de p70S6k>®*** e p70S6k'™**! 0 qual persistiu
até 2 horas apds o término da sessdo de exercicio. A suplementacdo de BCAA
aumentou este padrdo de fosforilagdo em 3,5 vezes no periodo de recuperacéo,
sendo que a fosforilacdo de p70S6k™** aumentou somente no grupo suplementado
com BCAA. O mesmo grupo de pesquisa realizou um estudo com o objetivo de
distinguir a influéncia do exercicio de forca (4 séries de 10 repeticbes a 80% de
1RM, seguida de 4 séries de 15 repeticbes a 65% de 1RM em leg press) e da
suplementacdo de BCAA (45% de leucina, 30% de valina e 25% de isoleucina,

totalizando 85 mg/kg de BCAA) na expressao de proteinas envolvidas na regulacéo
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da sintese proteica. Os autores observaram que independente da suplementacéo, a

Ser2448
R

fosforilacdo de mTO aumentou significativamente em ambas as pernas apoés

o exercicio. A fosforilacdo de p70s6k’™38°

aumentou somente com a suplementacao
de BCAA cerca de 11 e 30 vezes imediatamente e 1 hora apl6s a sessdo de
exercicio em relacdo a perna ndo exercitada. Surpreendentemente, a fosforilacéo de
p70S6k™™3¥ na perna ndo exercitada aumentou 5 e 16 vezes imediatamente e 1
hora apo6s a sessao de exercicio em relacdo ao repouso. A fosforilacdo do fator de
alongamento eucaridtico 2 foi atenuado 1 hora apds a sesséo de exercicio tanto na
perna controle (10-40%) como na perna exercitada (30-50%) em ambas condi¢cOes

(APRO; BLOMSTRAND, 2010).

Ja4 vem sendo amplamente demonstrado na literatura que dentre os BCAA a
leucina é responsavel pela resposta anabodlica por possuir uma taxa de oxidacao
maior quando comparada a isoleucina e valina. Estudos recentes apontam que a
leucina é responsavel por estimular os processos de sintese proteica muscular
atuando na ativacao/fosforilacdo de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacao
da via Akt/mTOR. Embora esses dados ja venham sendo amplamente descritos na
literatura, os estudos utilizam a leucina dentro do composto BCAA, pois ha relatos
na literatura que a suplementacéo isolada de leucina poderia causar um desbalanco
na concentracdo de aminoacidos plasmaticos, sugerindo entdo um possivel efeito
antagbnico sobre a aminoacidemia. Alguns autores especulam que esse efeito
poderia influenciar os processos de sintese proteica muscular (VERHOEVEN et al.,
2009; LEENDERS et al., 2011; NICASTRO et al, 2011). Para 0 nosso
conhecimento, esse € o primeiro estudo que comparou os efeitos da suplementacao
de leucina isolada e de BCAA sobre as vias de sintese proteica muscular.
Curiosamente, verificamos em nosso estudo que de forma aguda a leucina isolada e
o BCAA possuem efeitos semelhantes sobre as vias de sintese proteica muscular,
homeostase de glicose e inflamag¢do muscular e sistémica. Com 0s nossos dados
podemos observar que de forma aguda, diferentemente do que era especulado, a
leucina estimula as vias de sintese proteica muscular na mesma magnitude que o
BCAA. Esses dados nos permitem especular que o possivel desbalanco na
concentragcdo de aminoacidos plasmaticos causados pela suplementacéo isolada de
leucina, de forma aguda nao prejudica a estimulacdo dos processos de sintese

proteica. De forma aguda, a leucina estimula a ativacéo/fosforilacdo de proteinas
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envolvidas na cascata de sinalizac&o proteica muscular na mesma magnitude que o
BCAA. Porém, de forma cronica ndo se sabe se esse desbalanco poderia influenciar
de forma negativa os ganhos de massa e forgca muscular. S&0 necessarios mais
estudos, que investiguem e comparem os efeitos da suplementacédo crbnica de
leucina e BCAA sobre as vias de sintese proteica muscular mensurando ganhos
funcionais de forgca e massa muscular. Vale ressaltar que embora a expressao de
proteinas musculares indique um possivel aumento na sintese proteica que,
consequentemente, podem refletir em aumento de massa e for¢ga muscular em longo
prazo, a literatura tem demonstrado resultados controversos. Aparentemente, a
cinética de expressao de tais proteinas ndo apresenta correlacdo significativa com a
cinética da sintese proteica dindmica. Dessa forma, € imprescindivel a realizacéo de
estudos cronicos a fim de confirmar as potenciais evidéncias agudas da
suplementacdo de leucina combinada ao treinamento de forca sobre o
remodelamento muscular.

A maioria dos estudos publicados na literatura que investigam o efeito da
suplementacdo de BCAA sobre a ativacédo das proteinas envolvidas na cascata de
sinalizacdo de sintese proteica muscular utiliza como protocolo a suplementacéo de
BCAA de forma fracionada ao longo do exercicio de forca e utilizam como placebo
uma mistura contendo apenas carboidrato. Esses fatores sao grandes limitacdes dos
estudos ja publicados. A suplementacdo de forma fracionada ndo é recomendada
desde que um estudo recente publicado por West et al. (2011) demonstrou que a
suplementacao de aminoacidos em dose Unica é mais eficaz na estimulacéo da taxa
de sintese proteica muscular. Os autores demonstraram que a dose aplicada de
forma Unica é mais eficaz que a mesma dose aplicada de forma fracionada. Outra
limitacdo dos estudos publicados é a escolha do placebo a ser utilizado.
Diferentemente do protocolo adotado no nosso estudo, 0s estudos nao utilizam um
placebo isonitrogenado para comparacao dos efeitos, portanto os achados podem
ser questionados, pois ndo se sabe se os efeitos encontrados sdo devido a

caracteristica do aminoéacido utilizado ou a carga de nitrogénio ofertada.

Esse estudo apresentou algumas limitacbes e deixou algumas lacunas a
serem investigadas. Primeiramente, o desenho experimental ndo permitiu a
realizacdo do estudo de forma crossover. Ndo foi possivel uma comparacao

adequada do perfil inflamatorio dos sujeitos ap0s o exercicio de forca, uma vez que



64

os valores de concentracdes de citocinas plasméticas e musculares apresentam
uma grande variabilidade inter sujeito. Ndo podemos excluir a hipétese de que os
resultados encontrados sejam devido a resposta individual e ao perfil inflamatério
prévio dos sujeitos da amostra. Em segundo, ndo foram mensurados os valores da
concentracdo plasmatica de glutamina, portanto ndo se pode dizer se o padrdo de
comportamento encontrado foi devido & manutengédo na concentracdo de glutamina

plasmética.

Sao necessarios mais estudos, que verifiquem os efeitos crénicos da
suplementacédo de leucina e BCAA sobre as vias inflamatorias, para verificar se o
balanco anti-inflamatério agudo persiste e se essa modulacdo nao interfere nos
mecanismos de adaptacéo e reparo muscular. Ainda mais, sdo necessarios estudos
cronicos a fim de confirmar as potenciais evidéncias agudas da suplementacéo de
leucina e de BCAA combinada ao treinamento de for¢ca sobre o remodelamento

muscular.
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8. CONCLUSAO

Em conclusdo, nés reportamos que o exercicio de forca unilateral agudo
associado a suplementacdo de BCAA e leucina possuem efeitos semelhantes sobre
o balanco inflamatério e sobre a via de sinalizacdo de sintese proteica muscular
Akt/mTOR. Nosso modelo nos permitiu demonstrar que a suplementacdo aguda de
leucina e BCAA possuem efeitos semelhantes na estimulacdo das vias de sintese
proteica muscular, aumentando a fosforilacdo de efetores da cascata de sinalizacéo
da via Akt-mTOR. Com nossos resultados podemos especular que a suplementacéo
de BCAA e leucina podem possivelmente atuar no balanco inflamatério de individuos

saudaveis apos o exercicio de forga.
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