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RESUMO
O objetivo do estudo foi obter maior conhecimento sobre os efeitos da suplementacéo
de fosfatidilserina (FS) no exercicio fisico. Para isso, foram realizados dois trabalhos:
o primeiro foi um levantamento bibliografico acerca da FS e seu impacto no
desempenho fisico. Os achados da suplementacao de FS pode possuir propriedades
ergogénicas interessantes para atletas especialmente para corrida, ciclismo e
exercicio intermitente, porém estudos mais especificos precisam objetivar o
mecanismo de acdo responsavel por essa acdo ergogénica. O segundo trabalho
investigou o efeito da suplementacdo de FS isolada ou associada a maltodextrina
(CHO) elou aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) sobre o desempenho
anaerobio e aerdbio e biomarcadores de estresse fisiolégico em ratos Wistar. Os ratos
foram separados em quatro grupos de acordo com o suplemento administrado: FS,
FS+BCAA, FS+BCAA+CHO, e placebo (PLA). Todos os grupos realizaram um
protocolo de exercicio que consistiu na alternancia de sessdes de natacdo com
intensidade alta (HIIT) e intensidade moderada (MIT). ANOVA two-way foi utilizada
para identificar as diferencas entre no desempenho aerdbio e anaerdbio. Para
comparar valores bioguimicos, glicogénio muscular e hepatico, volume e carga de
treinamento foi utilizado o ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey. N&o houve
diferenca no desempenho anaerobio (p=0,76) e capacidade aerdbia (p=0,172) entre
0S grupos no momento ap6és o periodo experimental, porém o volume total de
treinamento, na primeira e segunda semana, e carga total de treinamento, na primeira
semana, foram menores no grupo PLA comparado com grupos suplementados
(p<0,05). A concentracdo de CK foi maior no grupo FS comparado ao grupo FS+BCAA
(p=0,04) e FS+BCAA+CHO (p=0,01). No figado, a concentracdo de glicogénio foi
menor na condicdo FS+BCAA em comparacdo ao grupo FS (p=0,008) e FS +BCAA
+CHO (p=0,02). O grupo FS +BCAA+CHO apresentou uma concentracdo de
glicogénio no séleo 180% maior comparada ao grupo PLA (p=0,03) e 170% maior
comparada ao grupo FS (p=0,03). A razéo testosterona/corticosterona foi maior no
grupo FS+BCAA comparado com os demais grupos (p<0,05). Nenhuma alteracéo
significativa foi observada na testosterona, corticosterona e atividade da enzima CAT.
PALAVARAS-CHAVE: Fosfolipidios, Resposta hormonal, Exercicio Fisico, Dano

muscular.



ABSTRACT

The aim of this study was to obtain more knowlegde about the effects of
phosphatidylserine (PS) in physical exercise. For this, two works were carried out, the
first one was a bibliographical survey about PS and its impact on physical performance.
The findings demonstrated a potential ergogenic effect for athletes of runing, cycling
and intermittent exercise, however some studies relate PS supplementation in
anaerobic exercise. More specific studies on the mechanism of action responsible for
this ergogenic action are needed for a better understanding of the physiological role of
PS. The second one investigated the effect of PS supplementation isolated or
associated with maltodextrin and/or branched chain amino acids on anaerobic and
aerobic performance, hormonal and metabolic responses in Wistar rats. The
participants were separated in four groups according to the administered supplement:
PS, PS + BCAA, PS + BCAA + CHO and placebo (PLA). All groups performed an
exercise protocol that consisted of alternating high intensity (HIIT) and moderate
intensity (MIT) swimming sessions. Two-way ANOVA was used to identify as a
differential between groups over time without aerobic and anaerobic performance. To
compare concentration values of CK, muscle and hepatic glycogen, testosterone,
corticosterone, catalase (CAT), volume and training load, one-way ANOVA followed
by Tukey's post hoc was used. There was no difference in anaerobic performance
(p=0,76) and aerobic capacity (p=0,172) between groups after experimental tests.
However, total training volume ,in the first and second week, and total training load, in
first week, was lower in PLA group compared to others supplemented (p<0,05). The
CK concentration was higher in the PS group compared to the PS + BCAA group
(p=0,04) and PS + BCAA + CHO (p=0,01). In the liver, glycogen concentration was
lower in the PS + BCAA compared to the PS group (p=0,008) and PS + BCAA + CHO
(p=0,02). PS + BCAA + CHO presented a 180% greater glycogen concentration in the
soleus compared to PLA (p=0,03) and 170% greater compared to PS (p=0,03).
Testosterone/corticosterone ratio was higher in PS + BCAA group compared to others
groups (p<0,05). No significant changes were observed in the concentration of lactate,
testosterone, corticosterone and CAT enzyme activity.

KEYWORDS: Phospholipid, Hormone, Physical Exercise, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO GERAL




E bem documentado que nutrientes encontrados em fontes alimentares tém
importantes funcées no corpo humano. Muitos desses nutrientes, como vitaminas e
minerais, Sao essenciais para sobrevivéncia. Outros nao séo considerados essenciais,
no entanto, a suplementacdo demonstrou ser benéfica. Um desses nutrientes € a
fosfatidilserina (FS), fosfolipidios que contém &cido fosforico na sua composicao e séo
essenciais para estrutura das membranas celulares. Em humanos, a FS é localizada
na camada interna da membrana celular e, além da funcao estrutural, possui papel
importante na excitabilidade e comunicacgé&o celular incluindo regulacéo de receptores,
enzimas, canais ibnicos e sinalizagdo molecular (JAGER et al., 2007).

Foi demonstrado que o uso da FS (600mg) apresenta um efeito supressor do
hormbénio adrenocorticotréfico (ACTH) e Cortisol e aumenta a razéo
testosterona/cortisol (razdo T/C) (STARKS et al. 2008). A suplementacéo de FS com
dose elevada (600mg/dia) durante um curto prazo (10 dias) atenuou a resposta do
cortisol apds exercicio moderado através do eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal
(STARKS et al., 2008) e baixa dose (200 mg/dia) a longo prazo (6 semanas) de FS e
carboidrato resultou em reducdo do estresse e melhorou o desempenho no golfe
(JAGER et al., 2007). Por outro lado, Kingsley et al. (2006a) reportaram que a
suplementacao prévia, mas unica com FS (750 mg antes do esforco intermitente até
a exaustao) nao foi efetiva em atenuar as respostas do cortisol, dor percebida, dano
muscular e respostas antioxidantes, mas o grupo suplementado diminuiu o tempo de
corrida até a exaustdo. Contudo, 0 uso cronico pode ser mais efetivo em atenuar o
estresse fisioldgico e deterioracdo da membrana provocada pelo esforco fisico em
comparacao a suplementacao aguda.

Embora os estudos tenham apontado que a suplementacéo de FS seja eficiente
para melhorar o desempenho aerébio (STARKS et al., 2008), ainda ndo esta claro
guais séo os efeitos dessa substancia sobre o desempenho anaerébio. Fahey e Pearl
(1998) investigaram o efeito da suplementacdo com FS sobre os niveis de cortisol,
testosterona, ACTH, creatina quinase (CK), sensacdo de dores musculares e
sensacao de bem-estar em atletas que realizavam treinamento resistido. Esses

autores demonstraram que a suplementacao foi eficiente para diminuir a sensacao de



dor e aumentar a sensagdo de bem-estar, porém, os niveis hormonais e de CK néo
foram significativamente diferentes em relagao ao placebo (PLA).

Estratégias nutricionais tém sido associadas ao treinamento de alta intensidade
para potencializar a sintese proteica (RASMUSSEN et al. 2000; TIPTON et al. 2001).
A ingestéo de suplementos a base de maltodextrina e aminoacidos ap0s o exercicio
€ uma estratégia comumente empregada para conter o efeito catabdlico celular
provocado pelo esforco, bem como aumentar o influxo de macronutrientes devido ao
aumento da secrecdo de insulina (Rasmussen et al. 2000). Apesar de Jager et al.
(2007) indicarem que a FS pode aumentar a taxa de glicose transportada para as
células musculares e melhorar a sintese de glicogénio apds exercicio extenuante,
ainda ndo se conhece os efeitos desse fosfolipidio associada a suplementacdo de
carboidrato e/ou aminoacidos em exercicio anaerobio.

No entanto, ainda ndo estao claros quais sao os efeitos da suplementacao de
FS associada ao treinamento de alta intensidade e suplementacao de carboidrato e/ou
aminoacidos no processo de sintese e recuperacdo muscular bem como no
desempenho fisico. Sendo assim, o presente trabalho foi dividido em dois tépicos, um
artigo de revisao narrativa sobre os efeitos da suplementacdo de FS em exercicios
aerdbios e anaerdbios. E outro artigo original com o objetivo de investigar os efeitos
da suplementacao crénica de fosfatidilserina isolada ou associada com maltodextrina
e/ou aminoacidos no desempenho anaerobio e aerdbio, nas respostas hormonais e

metabdlicas em ratos Wistar.
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RESUMO

A fosfatidilserina (FS) é um fosfolipidio que contém acido fosforico na sua composicéo
e sdo essenciais para estrutura das membranas celulares. A FS é localizada na
camada interna da membrana celular e, além da funcdo estrutural, possui papel
importante na excitabilidade e comunicacao celular. O presente estudo teve como
finalidade realizar um levantamento dos estudos sobre efeitos da suplementacéo de
fosfatidilserina no exercicio fisico. Para isso, foi realizada uma busca nas bases de
dados pubmed. Nessa revisdo, foram examinadas evidéncias em modelos de
experimentos em animais, humanos e cultura celular para elucidar os mecanismos da
suplementacao de FS que possivelmente atuam na melhora do desempenho para os
exercicios anaerobios e aerobios. Os dados atuais sugerem que a FS pode alterar a
funcdo neuroenddcrina em exercicios aerobios executados por homens destreinados
ou exercicios resistidos praticados por homens fisicamente ativos. A FS parece
suprimir a liberacdo de horménios catabdlicos como cortisol durante atividade fisica,
atenuando a resposta do estresse induzido pelo exercicio. Em exercicios resistidos,
ciclismo e corrida, A FS parece também diminuir a sensa¢éo de dor, melhorar bem-
estar, diminuir danos musculares e acelerar a recuperacao muscular. Os achados da
suplementacdo de FS pode possuir propriedades ergogénicas interessantes para
atletas especialmente para exercicios intermitentes e de alta intensidade, porém
estudos mais especificos precisam objetivar 0 mecanismo de acdo responséavel por

essa agao ergogeénicas.

PALAVARAS-CHAVE: Fosfolipidio, Desempenho, Cortisol, Dano muscular.
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ABSTRACT

Phosphatidylserine (PS) is a phospholipid which contains phosphoric acid in its
composition and is essential for the structure of cell membranes. FS is located in the
inner layer of the cell membrane and, besides structural function, plays an important
role in cellular excitability and communication. The present study aimed to carry out a
survey of studies on the effects of PS supplementation on physical exercise. For this,
a search was performed on the pubmed databases. In this review, evidence was
examined in animal, human and cell culture experiment models to elucidate the
mechanisms of FS supplementation that possibly act to improve performance for
anaerobic and aerobic exercise. Current data suggest that PS can alter
neuroendocrine function in aerobic exercises performed by untrained men or
resistance exercises practiced by physically active men. PS seems to suppress the
release of catabolic hormones like cortisol during physical activity, attenuating the
stress response induced by exercise. In resisted exercises, cycling and running, PS
also seems to decrease the sensation of pain, improve well-being, decrease muscle
damage and accelerate muscle recovery.

The findings of PS supplementation may have interesting ergogenic properties for
athletes especially for intermittent and high intensity exercises, but more specific
studies need to objectify the mechanism of action responsible for this ergogenic action.
KEYWORDS: Phospholipid, Performance, Cortisol, Muscle damage.
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INTRODUCAO

A Fosfatidilserina (FS) é um fosfolipidio composto de dois acidos graxos e um
grupo polar, composto de um fosfato e uma molécula de serina, que sdo conectados
a uma molécula de glicerol. A FS esta localizada principalmente na camada interna
das membranas celulares e compreende de 10-20% do total de fosfolipidios presentes
na bicamada da membrana celular (FREYSZ et al., 1982).

Historicamente, a suplementacdo da FS foi derivada do cérebro bovino, porém
devido a preocupacdo com a seguranca na saude, adotou-se a suplementacéo
derivada da soja (JORISSEN et al., 2002). Ja é documentado que a FS é componente
de todas as membranas celulares eucariéticas (VANCE et al., 2005) e além da funcdo
estrutural, possui papel importante na excitabilidade e comunicagdo celular
(KINGSLEY, 2006b). Varios estudos sugerem que dosagem entre 200-800mg de FS
por dia pode resultar na melhora do humor, funcao cognitiva, desempenho esportivo,
resposta enddcrina ao estresse induzido pelo exercicio e diminuicdo da dor apo6s
exercicio (JAGER et al., 2007; KINGSLEY et al., 2006b). Com essas descobertas, a
suplementacao de FS vem sendo estudada para avaliar a fungéo cerebral, mostrando
melhorar uma variedade de funcdes cognitivas que incluem memoaria e resposta de
reacado em idosos (AMADUCCI, 1998)

A gquantidade de pesquisa que foi realizada na bioquimica acerca de FS é um
testemunho da matriz de funcbes desempenhadas por este grupo de fosfolipidos. A
administracdo de FS parece melhorar o humor, funcdo cognitiva, desempenho
esportivo, resposta enddcrina ao estresse induzido pelo exercicio e diminuicao da dor
apos exercicio (JAGER et al., 2007; KINGSLEY et al., 2006c¢).

No ambito do exercicio, Kingsley et al., (2006a) foram os primeiros a identificar
propriedade ergogénica da FS, os autores avaliaram homens fisicamente ativos
suplementados com 750mg/dia de FS ou PLA durante 10 dias em um protocolo de
exercicio intermitente. O principal resultado desse estudo foi que a suplementacéo de
FS aumentou o TE em 29 +8% comparado com o placebo (PLA). A suplementacao de
FS demonstrou acelerar a recuperacao apos o treinamento, prevenir a dor muscular,
melhorar o bem-estar e possivelmente possuir propriedades ergogénicas em atletas

de ciclismo, treinamento resistido e corrida de endurance (JAGER et al., 2007).
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Embora alguns estudos tenham apontado que a suplementagdo com FS seja
eficiente para melhorar o desempenho aerdbio (STARKS et al., 2008; KINGSLEY,
2006a), ainda ndo esta claro quais sdo os efeitos dessa substancia sobre o
desempenho anaerdbio. Fahey e Pearl (1998) investigaram o efeito da suplementacao
com FS sobre os niveis de cortisol, testosterona, CK, sensacao de dores musculares
e sensagcdo de bem-estar em atletas que realizavam treinamento resistido. Esses
autores demonstraram gque a suplementacéo foi eficiente para diminuir a sensacao de
dor e aumentar a sensacao de bem-estar, porém, os niveis hormonais e CK ndo foram
significativamente diferentes em relagéo ao PLA.

Sendo assim, 0 objetivo da presente revisdo foi fazer um levantamento
bibliografico sobre a funcao e estrutura da FS enddgena e debater sobre os efeitos da

suplementacao desse fosfolipidio no desempenho fisico.

BIOSSINTESE E ESTRUTURA

Os fosfolipidios séo derivados do glicerol, um alcool com trés &tomos de carbono,
ou da esfingosina, um alcool mais complexo. Os fosfolipidios derivados do glicerol séo
denominados de fosfoglicerideos que consistem de um esqueleto de glicerol, duas
cadeias de acidos graxos e um alcool fosforilado (VANCE et al., 2005). Nos
fosfoglicerideos, um dos grupos hidroxilicos priméarios do glicerol é esterificado com
acido fosforico; os outros grupos hidroxilicos sédo esterificados com acidos graxos. O
composto fundamental da série €, portanto, o éster fosforico do glicerol (BEVERS et
al., 2016). Esse composto tem um &atomo de carbono assimétrico e pode ser
designado tanto como D-glicerol-1-fosfato ou como L-glicerol3-fosfato. A FS é um
fosfoglicerideo composto de dois acidos graxos e um grupo polar ligados a uma
molécula de glicerol. Esse grupo polar é composto de um grupo fosfato, que se liga a
molécula de glicerol, e uma molécula de serina ligada ao fosfato através do
grupamento hidroxila de seu grupo (HUBSCHER, 1962; VANCE et al., 2005).

No final dos anos 50, Hubscher et al. (1959) descobriram, em preparacdes
mitocondriais e microsomas de figado de rato, que L-serina é incorporada em FS
através de reacGes induzidas por energia estimuladas por célcio (HUBSCHER & DILS,
1959; HUBSCHER, 1962). Em mamiferos, a sintese de FS ocorre em reacGes de troca
a partir de fosfolipidios pré-existentes, onde o grupo polar destes fosfolipidios é

substituido. No reticulo endoplasmatico (RE), a FS pode ser sintetizada a partir de
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fosfatidilcolina (FC) e serina gerando FS e colina, catalisada pela fosfatidilserina
sintetase | (FSSI) ou a partir de fosfatidiletanolamina (FE) e serina, gerando FS e
etanolamina, reacdo catalisada pela fosfatidilserina sintetase | (FSSII) (KUGE et al.,

1997) , como apresentado na figura 1.
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Figura 1. Vias de sintese de fosfatidilserina (PS); PE fosfatidiletanolamina; PC fosfatidilcolina; PSSI
fosfatidilserina sintetase |; PSSII fosfatidilserina sintetase Il; PSSY: CDP-diacilglicerol: L-serina O-
fosfatidiltransferase. Fonte: SANTOS, M.G, 2008.

A FS recentemente sintetizada é transportada do RE para o folheto externo da
camada interna da membrana plasmatica, onde as barreiras termodinamicas
minimizam sua saida para a camada externa (VAN MEER et al., 2008). Todas as
células saudaveis exibem essa estrutura da membrana que é rica em FS na camada
interna e pobre na externa (VOELKER et al., 1986; VAN MEER et al., 2008), essa
assimetria transmembrana é fundamental para a sobrevivéncia da célula e a
translocacdo ativa de FS para camada externa sinaliza o inicio do envolvimento
fagocitico de células apoptéticas (SHIRATSUCHI et al., 1997; KAY et al., 2013)

A FS compreende de 10-20% do total de fosfolipidios presentes na bicamada da
membrana celular (FREYSZ et al., 1982). Em humanos, a maior quantidade de FS
esta localizada no cérebro, estima-se que a concentragdo seja de aproximadamente
60g onde 30g € encontrada no cérebro e os outros 30g nos outros tecidos, como
pulmao, testiculos, rins, figado, musculo esquelético, coracédo e plasma sanguineo.
(JAGER et al., 2007).

FS E A MEMBRANA PLASMATICA
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O principal aspecto da FS que esta subjacente as suas funcdes fisioldgicas
conhecidas nédo € a sua criacdo ou destruicdo, mas a sua localizacdo: a exposicao da
FS na superficie das células de mamifero é fisiologicamente significativa porque
normalmente estd completamente ausente no espac¢o extracelular (BEVERS &
WILLIAMSON, 2016). Existem duas atividades enzimaticas basicas que regulam a
distribuicdo de FS entre os dois folhetos. Uma é responsavel pela remocao de FS do
folheto externo por transporte ativo dependente de ATP; as proteinas relevantes séo
membros da subfamilia do tipo 1V das ATPases do tipo P (FREYSZ et al, 1982). A
vigilancia constante do folheto externo por tais enzimas estabelece uma distribuicéo
normal da membrana plasmatica na qual praticamente todas as FS (e a maioria dos
FE) estéo no folheto interno. A segunda atividade enzimatica que regula a distribuicéo
de PS entre folhetos catalisa a troca rapida e ndo especifica de fosfolipidos entre os
dois lados da bicamada. (ALBERIO et al., 2000). Esta atividade, denominada
scramblase, é essencial para processos fisioldégicos porque a troca de fosfolipidos
entre os dois folhetos de uma camada é lenta (BEVERS et al.,, 2016). Dado os
diferentes tipos de respostas fisioldgicas que sdo desencadeadas pela exposi¢cao a
FS, pode-se esperar que exista uma ampla variedade semelhante nos mecanismos
gue operam nessas diferentes vias.

Além da funcéo estrutural, a FS governa a passagem de fluidos pela membrana
e, portanto, esta envolvida na funcao regulatéria das atividades das células bioldgicas.
A FS exibe acdo direta e indireta com proteinas integradas e associadas a membrana,
ela modula a atividade enzimatica, de receptores, canais ibnicos e sinalizacao
molecular (KINGSLEY, 2006c; JAGER et al.,, 2007). Essas proteinas possuem
segmentos transmembranosos em contato direto com os lipidios circundantes das
bicamadas. Assim, os lipidos da membrana atuam como um solvente para as por¢des
hidrofébicas dessas proteinas, tal como a agua atua como um solvente para seus
dominios hidrofilicos. No entanto, as intera¢gdes com proteinas e solventes sdo muito

mais diversas nos lipidios do que na agua (HANAHAN et al., 1984).

SUPLEMENTACAO DE FOSFATIDILSERINA



16

A FS é qualificada como ndo-essencial, pois as células animais ndo sédo capazes
de sintetizar FS a partir de fosfatidilcolina catalisada pela enzima fosfatidilserina
sintase (VOELKER et al.,1986). Por isso, precisam ser obtidas na alimentacdo como
peixes, carne bovina, principalmente em visceras (figado, rins). Estudos
estabeleceram que a FS exdgena é efetivamente internalizada e incorporada nas
células dos mamiferos (VOELKER et al.,1986), altamente biodisponivel e atravessa
facilmente a barreira hematoencefalica (ROSADINI et al., 1987).

A suplementacao da FS depende da entrada da FS exdgena no organismo para
atingir a membrana interna e exercer as diversas fun¢des bioquimicas das FS
enddgenas. A FS exdgena € incorporada na membrana celular e transportada da
camada externa para interna por uma amino-fosfolipidio translocase ATP-dependente
especifica para FS chamada flippase (SCHENKEL et al., 2014; VANCE et al., 2013).
Tradicionalmente, a suplementagéo de FS era derivada do cérebro bovino (FS-CB),
porém devido ao alto potencial de transferir doencas infecciosas, essa fonte é
considerada impropria e recentemente, a FS derivada da soja (FS-S) tornou-se uma
alternativa segura (JORISSEN et al., 2002). As FS-S sao ricas em acido linoleico e
palmitico enquanto que os acidos oléicos e estedrico sdo abundantes em FS-CB.
Mesmo assim, Blokland et al. (1999) reportaram comportamentos e respostas
farmacoldgicas similares entre eles. Bruni et al. (1992) investigaram a administracéao
oral de FS usando uma infusdo duodenal com FS radioativas marcadas e observaram
que, durante 5h, a FS foi hidrolisada e convertida em outros fosfolipidios
(principalmente em FE e FC) e uma pequena quantidade de FS alcangou o sistema
circulatério. Com isso, pode-se notar que tanto a suplementacao oral ou injetada de
FS sédo efetivas para o aumento da FS extracelular e pode levar a pequenos aumentos
na FS dentro da membrana plasmatica de tecidos.

Com relacéo a quantidade de FS que deve ser administrada via oral, Jorissen et
al. (2002) estudaram o tratamento com suplementacéo oral de 300 ou 600mg/dia de
FS-S em pacientes idosos durante 12 semanas em um ensaio clinico randomizado.
Os autores analisaram possiveis alteracbes hematologicas, bioquimicas, na pressao
arterial, frequéncia cardiaca e efeitos colaterais e concluiram que, nessas condi¢des,
a FS é um suplemento alimentar seguro. Pepeu et al. (1996), em uma revisdo, néo
encontraram relatos de efeitos colaterais em mais de cem pacientes tratados com FS.

A farmacocinética da FS exdégena em humanos ndo esta muito bem elucidada e &
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preciso mais informagdes com relacdo ao turnover na membrana celular e tempo de
washout da FS exdgena, porém apesar da auséncia de relatérios na literatura
cientifica publicada de reacGes adversas em relacdo a suplementacao oral com FS, a
seguranca da suplementacao dietética com FS foi demonstrada em muitos ensaios
clinicos em humanos (ROSADINI et al., 1987; TAYLOR, 2003; MONTELEONE, 1990)
e foi documentada em detalhes por véarios pesquisadores (VAKHAPOVA et al., 2011;
CENACCHI et al, 1993; ALLEGRO et al., 1987) e estabeleceu-se que, para humanos,
a tolerancia bioquimica de FS é de 300mg/dia durante 30 dias (CENACCHI; BAGGIO;
PALIN, 1987). A FDA também aprovou a seguranca de suplementos dietéticos diarios
com até 300 mg de FS (TAYLOR, 2003).

FUNCAO DA FOSFATIDILSERINA

A fosfatidilserina exdgena afeta 0 nimero e a afinidade dos locais receptores de
membrana (STOCKERT et al., 1989) e influencia os mecanismos de transducao da

membrana celular,e a ativagédo especifica da proteina quinase.

Alteragdes Celulares

A FS é o fosfolipidio mais efetivo na ativacéo de diferentes isoformas de proteina
quinase C (KAIBUCHI; TAKAY; NISHIZUKA, 1981) que realizam func¢des importantes
em diversas vias de transducao de sinal. Foi observado que ha interacdo entre FS e
a proteina quinase Raf-1, promovendo uma cascata de reacdes que acredita-se ser
crucial para desenvolvimento celular pela translocacdo de proteina ha membrana
plasmética (NAGAI et al., 1999). O aumento da FS nas células neuronais de ratos
demonstrou uma reducao da translocacéo da Raf-1, reduzindo a apoptose induzida
por privacdo de soro (KIM et al., 2000). Esses dados sugerem que o aumento da
concentracdo de FS na membrana das células neuronais pode proporcionar efeito
protetor contra a morte celular. (KINGSLEY, 2006a).

Estudos in vitro vem demonstrando a relagéo entre a concentracdo de FS na
ativacdo da bomba de sodio-potassio nos rins de coelhos (SPECHT; ROBISON,
1973). Também existe relatos da exigéncia de FS para recaptacdo de célcio para o
reticulo sarcoplasmatico pela Ca?* ATPase (SEPULVEDA; MATA, 2004). De forma
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pratica, a liberacdo do calcio pelo reticulo sarcoplasmético é primordial para acontecer
a contracdo muscular, sendo assim é plausivel pensar na suplementacdo de FS
durante o exercicio para manter o balanco iénico por periodo mais longo e melhorar
as atividades enzimaéticas, retardando a fadiga muscular. Sabe-se que fadiga depende
de muitos mecanismos a nivel central e periférico, porém falha na contragdo muscular

€ um dos mecanismos responsaveis pela fadiga periférica.

Estresse Oxidativo

Na mitocondria, o processo de utilizacdo do oxigénio (O2) ocorre na sua
membrana interna, através da cadeia de transporte de elétrons, formada por quatro
complexos protéicos que transferem os elétrons para o O2 molecular, formando agua
e gerando um gradiente de prétons através da membrana, o qual, através de sua forca
motriz, aciona a ATP sintetase, proteina transmembrana responséavel pela biossintese
de adenosina trifosfato (WESTERMANN, 2012). Dessa forma, quase todo o O2 que é
captado pelo organismo é€ utilizado pela mitocdndria, atingindo o montante de até 95%,
através da fosforilacdo oxidativa, que conserva energia a partir da quebra de
substratos moleculares de carbono ingeridos na alimentagédo (BABCOCK, 1999).
Mesmo diante da importancia vital do O2 para obtencdo de energia utilizavel pela
célula, endogenamente, espécies reativas de oxigénio (EROs) sao produzidas a partir
de mecanismos que ocorrem ininterruptamente através da CTE. A exemplo do O2.-,
formado a partir da reducdo incompleta do O2, que resulta de um vazamento de
elétrons através da transferéncia sequencial dos mesmos na cadeia (BRAND, 2010).

Diante desse cenario, as EROs vém recebendo atencdo cada vez mais
frequente em virtude dos possiveis mecanismos celulares em que estdo envolvidas.
Estes mecanismos podem ser danosos, promovendo peroxidacao lipidica, que pode
ser definida como o ataque de espécies radicalares a lipideos, principalmente
insaturados, nas membranas biologicas, podendo em grau elevado, levar a destruigéo
da mesma e consequente morte da célula (BENZIE, 1996). Neste contexto, existe uma
importancia fisioloégica na produgéo de um nivel fisiolégico de ERO para processos
celulares vitais. Para controlar essa sintese, outra enzima atua sobre esse sistema
oxidativo, a catalase (CAT). Sendo uma das primeiras proteinas a ser cristalizada

(Sumner; Dounce, 1937), a CAT tem como principal fungcdo decompor o H202 em
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H20 e O2, controlando a concentracao de H202. A mesma contribui para a regulagéo
de mecanismos fundamentais como a cascata de sinalizagdo de morte celular, a qual
0 H202 esta envolvido (SANCHO et al, 2003). Em mamiferos, a CAT tem maior
atividade nos eritrécitos, sendo capaz de remover mais da metade de todo H202
formado em células eritrocitarias normais (GAETANI et al, 1989) bem como no tecido
hepético, encontrando-se, predominantemente, nos peroxissomos, organelas
fundamentais no metabolismo redox, como também dos aminoacidos e lipideos
(PURDUE & LAZAROW, 1996). Os eritrocitos humanos sdo continuamente
submetidos a uma quantidade elevada de oxigénio e, devido o seu metabolismo ter
na sua base uma ampla variedade de enzimas oxidases, principalmente na producao
de energia para a célula a partir da oxidacao de acidos graxos, esta célula é exposta
a uma quantidade significativa de H202. Assim, através desse quadro metabdlico
celular, a CAT tem sido alvo de estudos para indicar sua evidente importancia na
remocao do H202 em virtude do seu potencial deletério (GAETANI et al, 1996).

E sabido que FS-livre (ndo incorporadas as membranas celulares) podem ter
efeitos antioxidantes e contribuirem para defesa contra o estresse oxidativo (PEPEU
et al., 1996). Kingsley et al. (2005) investigaram o efeito da suplementacéo oral de
750mg/dia de FS durante 10 dias no estresse oxidativo em um protocolo de corrida
intermitente até a exaustdo com homens jovens fisicamente ativos. Embora nenhum
efeito na peroxidacdo lipidica (concentracéo sérica de hidroperdxido) ou na resisténcia
a oxidacao tenha sido encontrados, foi reportado uma tendéncia que sugeriu que a
suplementacdo de FS melhorou o desempenho. Permanece incerto se a
suplementacdo de FS é efetiva na melhora de defesa contra estresse oxidativo
induzido pelo exercicio ou se 0 aumento do desempenho, produzindo mais trabalho,
levou & maior produgcdo de EROs. Portanto, atualmente nenhuma evidéncia esta
disponivel para confirmar os efeitos antioxidantes in vivo desse fosfolipidio.

Regulacdo Enddcrina
Foi mostrado em voluntarios masculinos saudaveis que uma Unica injecado de

FS-CB, contrariou a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) causada

pelo exercicio fisico (MONTELEONE et al. 1990). Isso sugeriu que a FS poderia ter
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um efeito agudo na liberacé@o induzida pelo horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e
pelo cortisol.

Cortisol e testosterona vem sendo utilizados como marcadores de recuperagao
e adaptacdo ao estresse do exercicio (FAHEY; PEARL, 1998). Testosterona possui
propriedades anabdlicas como o estimulo de sintese proteica no musculo e outros
tecidos importantes para o desempenho no exercicio. Cortisol, por outro lado, possui
propriedades catabdlicas tal como a degradacao de proteinas utilizadas no processo
de gliconeogénese e remodelacdo muscular (VIRU et al., 1996). Esses hormbnios
desempenham importante funcdo na resposta adaptativa ao exercicio e na
capacidade de recuperacao em exercicios intensos. O cortisol tem recebido atencéo
entre os pesquisadores, pois tem papel importante no metabolismo do carboidrato,
gordura e proteina e do seu papel na recuperacao do exercicio (FAHEY, 1997; VIRU
et al., 1996), o que ajuda a suprimir o processo inflamatorio e a fornecer aminoacidos
para a remodelacdo de proteina pos exercicio. Contudo, é um hormbnio
imunossupressor e pode interferir na hipertrofia muscular devido as suas propriedades
catabdlicas (KUIPERS; KEIZER, 1988).

A FS vem sendo estudada e parece atenuar a resposta do cortisol ao exercicio
em homens néo treinados no protocolo de 18 min de ciclismo proximo a intensidade
maxima (MONTELEONE et al., 1990), essa reducdo do cortisol talvez ajude na
adaptacdo ao exercicio com peso e previna ou atenue o overtraining. O cortisol
influencia a sintese proteica durante a recuperacéo de exercicio resistido (VIRU et al.,
1996). A FS talvez influencie a testosterona que também é um horménio importante
na resposta adaptativa desse tipo de exercicio.

Monteleone et al., 1992 analisaram os efeitos de 10 dias de administracdo oral
de 800mg/dia de FS-CB na resposta neuroenddcrina e relataram que a
suplementacao foi capaz de contornar a resposta aguda do cortisol no exercicio fisico,
contrariando a ativacao do eixo hipotalamico induzindo pelo estresse do exercicio em
homens n&o treinados. Um pouco mais recente, a fim de responder questdes sobre 0
potencial efeito da FS de atenuar o nivel de cortisol induzido pelo estresse do
exercicio, Starks et al. (2008) avaliaram os efeitos de 600mg/dia de FS durante 10
dias na resposta hormonal de cortisol, hormbnio do crescimento (GH) e testosterona
antes, durante e ap0s exercicio de moderada intensidade (65-85% do VO2max) em

homens saudaveis. Em um modelo duplo-cego, controle e crossover, foi visto que a
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suplementacdo de FS ndo mostrou nenhum efeito nos niveis de GH, mas o pico de
cortisol foi menor no grupo suplementado e a razao T/C foi maior quando comparados
com o PLA. Esses dados sugerem que a suplementacdo de FS é efetiva para
combater o estresse induzido pelo exercicio e prevenir danos fisioldgicos pelo excesso
de exercicio.

Por outro lado, Kingsley et al. (2006a) investigaram o efeito da administrac&o oral
de 750mg/dia de FS e o efeito na capacidade de exercicio, cinética do consumo de
oxigénio, funcédo neuroenddcrina e percepcao de esforco em um protocolo de corrida
intermitente. Os autores, apesar de encontrarem melhora no TE, ndo encontraram
diferenca nos niveis de cortisol sérico, quando compararam os grupos suplementados
com FS e PLA. Talvez o nivel de treinamento dos participantes possa ter refletido
nesses achados, visto que sujeitos treinados atenuam as alteracbes do eixo
hipotalamico. Parker et al., 2015 foram os primeiros pesquisadores a relatar que a
suplementacdo de FS aumentou o desempenho mental em adultos jovens
previamente ao exercicio contribuindo para confirmar evidéncias que sugerem que FS
aumenta funcéo cognitiva, porém néao foi observada alteracdo nos niveis de cortisol,
testosterona total ou humor dos participantes. Os autores sugerem futuros estudos
para determinacdo da dosagem 6tima de FS que favoreca a resposta enddcrina em

atletas.

Funcao Imunoldgica

A inflamacéo aguda € uma resposta do organismo para indicar danos nos tecidos,
esse processo leva a mobilizacdo da defesa e acarreta na remocao e reparo do tecido
danificado. Apos a sinalizacdo de dano tecidual, mediadores inflamatérios derivados
dos mastécitos e basdfilos sdo ativados para aumentar a permeabilidade de sangue.
Além disso, ha o aumento de resposta inflamatoria e das citocinas pro-inflamatorias
como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), e interleucinas (IL-6) (KINGLSEY, 2006).
O poder de regular o processo inflamatorio da FS vem sido reconhecido desde a
década de 70 quando Mongar et. (1972), utilizando métodos in vitro, demonstraram
gue baixa concentragédo de FS foi capaz de aumentar a liberacdo de histamina por

meio de antigenos de tecidos de ratos.
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A FS é localizada na membrana interna da membrana celular, porém quando a
célula é danificada, a FS comeca a ser externalizada para a camada externa da
membrana. Acredita-se que esse processo € uma sinalizacdo para apoptose celular.
Rapidamente, os fagdcitos identificam e removem as células apoptoéticas e impedem
a liberacdo de conteudos intracelulares que podem ser téxicos para células
danificadas (ARAMAKI et al., 1997). Além disso, estudos in vitro, mostram que a
exposicao de FS inibe a producao de citocinas pro-inflamatorias e induz a resposta
anti-inflamatoéria (HUYNH;FADOK;HENSON, 2002). Os autores demonstraram que a
FS ndo afeta a acdo dos macrofagos sugerindo uma acgéo direta da FS com os
linfcitos.

Apesar de alguns estudos sugerirem a acdo da FS em células no local da
inflamacé&o, o mecanismo pelo qual essa inibicdo acontece ainda ndo esta claro e por

isso, a eficacia da FS como agente anti-inflamat6rio parece ainda ndo ser segura.

FOSFATIDILSERINA E EXERCICIOS AEROBIOS

Ja é documentado que em musculos saudaveis e descansados a CK se encontra
dentro da membrana plasmatica muscular, porém durante exercicios intensos, onde
ocorre dano muscular, ha um aumento da CK na circulacdo sanguinea. Fernholz et al.
(2000) recrutaram doze corredores treinados para suplementar com 300 ou 600mg/dia
de FS-S ou PLA durante 2 semanas, 0 protocolo de treinamento consistiu em 90
minutos de corrida num modelo duplo-cego e crossover. Os autores relataram que a
suplementacdo de FS-S foi capaz de reduzir os danos musculares, através da
diminuicéo significativa de CK, em corredores treinados em comparagdo com o PLA,
mas nao houve diferenca entre a dose de 300 e 600mg/dia.

Por outro lado, Kingsley et al., (2005) investigaram os efeitos da suplementacéo
de 750mg/dia durante 10 dias de FS no estresse oxidativo causado pelo exercicio de
corrida intermitente até a exaustdo. Os autores ndo encontraram diferenca entre a
concentracéo de cortisol, danos musculares, percepcéo de dor ou no TE em jogadores
de futebol que receberam FS ou PLA, mas relataram existir uma tendéncia ao
aumento do TE em atletas suplementados com FS. Mais tarde, os mesmos autores

investigaram a administracdo de 750mg/dia de FS-S durante 7 dias antes de um
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exercicio excéntrico e 2 dias apds o exercicio e relataram que esse protocolo de
exercicio aumentou a concentracdo de IL-6, de mioglobina, de CK, e elevou a
percepcao de dor , porém a suplementacao de FS-S néo foi capaz de atenuar essas
respostas, sugerindo que a administracdo de 750mg/dia de FS-S n&o promove
protecdo adicional contra o inicio da dor muscular, dano muscular, inflamagéo e
estresse oxidativo apds uma corrida prolongada (Kingsley et al., 2006a).

Monteleone et al. (1990) avaliaram a administracdo intravenosa de 50 ou 75mg
de FS-CB 10 minutos antes de um protocolo de exercicio que consistiu em duas
sessdes compostas por trés estagios distintos de ciclismo em 8 homens destreinados.
Os autores encontraram que a FS-CB foi capaz de suprimir significativamente a
liberacdo de ACTH e cortisol que estdo aumentados durante o estresse induzido pelo
exercicio fisico. Corroborando com esses achados, um estudo duplo-cego,
randomizado e crossover mostrou que a suplementacdo com FS-S (800mg/dia
durante 10 dias) suprimiu os niveis de cortisol e ACTH em exercicio de ciclismo. Em
comparacao com o grupo PLA, os niveis de cortisol diminuiram em 30%, mostrando
gue a suplementacdo crénica com FS-S pode atenuar o estresse que o exercicio
promove (MONTELEONE et al., 1992)

Kingsley et al.,, (2006b), em um modelo de ensaio clinico duplo-cego,
randomizado e crossover, avaliaram 14 homens fisicamente ativos em um exercicio
intermitente que consistiu em trés estagios distintos: 10 minutos de ciclismo a 45, 55
e 65% do VO2max seguido de uma sessdo de 85% VO:zmax até a exaustdo. Os
participantes foram suplementados com 750mg/dia de FS-S ou PLA durante 10 dias.
O principal resultado desse estudo foi que a suplementacdo de FS-S influenciou na
capacidade de exercicio em 85% do VO2max, 0 grupo suplementado com FS-S
aumentou o TE em 29 +8% comparado com o PLA. No entanto, a suplementacdo nao
influenciou significativamente na resposta cinética do oxigénio, nivel do cortisol e ndo
mudou a sensacao durante o teste.

Starks et al. (2008) avaliaram os efeitos de 600mg/dia de FS durante 10 dias na
resposta hormonal de cortisol, hormoénio do crescimento (GH) e testosterona antes,
durante e apds exercicio de moderada intensidade (65-85% do VO2max) em homens
saudaveis. Em um modelo duplo-cego, controle e crossover, foi visto que a
suplementacdo de FS ndo mostrou nenhum efeito nos niveis de GH, mas o pico de

cortisol foi menor no grupo suplementado e a razdo testosterona/cortisol foi maior
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guando comparados com o PLA. Esses dados sugerem que a suplementacdo de FS
é efetiva para combater o estresse induzido pelo exercicio e prevenir danos

fisiologicos pelo excesso de exercicio.

FOSFATIDILSERINA E EXERCICIOS ANAEROBIOS

Embora os estudos tenham apontado que a suplementacédo com FS seja eficiente
para melhorar o desempenho aerdbio (STARKS et al., 2008; KINGSLEY, 2006), a
literatura sobre o desempenho anaerobio é limitada e ainda n&o esta claro quais séo
os efeitos dessa substancia nesse tipo de exercicio. Fahey e Pearl (1998) utilizando
um modelo contrabalanceado, crossover e controle, foram o0s Unicos com modelo
experimental em exercicio de alta intensidade. Os autores investigaram o efeito da
suplementacdo de 800mg/dia de FS durante duas semanas sobre os niveis de
cortisol, testosterona, ACTH, CK, sensacao de dores musculares e sensacao de bem-
estar em atletas que realizavam treinamento resistido, demonstrando que a
suplementacao foi eficiente para diminuir a sensacao de dor e aumentar a sensacao
de bem-estar, porém, os niveis hormonais e de CK ndo foram significativamente
diferentes em relagdo ao PLA. Embora, pela limitacdo de estudos relacionados a
suplementacdo de FS e exercicio resistido, ndo exista consenso no protocolo de
suplementacao deste fosfolipidio (dosagem, duracédo da suplementacdo e tempo de
suplementacao), a administracao oral de 800mg/dia durante 2 semanas demonstrou
modificacdes fisiolégicas e melhora na fungédo cerebral sem relatos de efeitos
colaterais.

E bem reconhecido que os sinais mecanicos desempenham um papel critico na
regulacdo da massa muscular esquelética e um mecanismo que vem sendo
amplamente implicado na regulacdo da sintese protéica envolve a sinalizacdo da
proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTor) e é acreditado que atue como
potencializador do efeito anabdlico promovido pelo treinamento resistido, e os acidos
fosfatidicos (AF) estéo envolvidos na regulacéo dessa via (XIAOCHUN; JIANG, 2009
).

Hoffman et al., 2012 demonstraram que a administracao oral de 750mg/dia de AF
durante 8 semanas (4 vezes na semana) de um protocolo de treinamento resistido

(1RM) em homens treinados melhorou a forga muscular e aumentou em 2,5% a massa
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muscular quando comparado com o grupo PLA. Apesar desse estudo mostrar
beneficio do uso de AF em exercicios resistidos, ele ndo discute sobre mecanismos
de acao para tal beneficio. Com isso, Joy et al, 2014 compararam o efeito de alguns
precursores de AF e AF sobre a capacidade de estimular a sinalizacdo da mTor e
aumentar as mudancas induzida pelo treinamento na composi¢cao corporal e
desempenho. Na primeira fase do estudo os autores demonstraram pela técnica de
cultura celular que a FS-S tem uma maior atuacdo como agonista na sinalizacéo da
vida da mTor do que os AF derivados do ovo, mas sugerem que a reacaes dos AF
apos absorcédo depende de muitos fatores como estado nutricional do individuo, ndo
podendo ser pontuado qual a melhor fonte de administragéo oral. Na segunda fase do
estudo 28 homens consumiram 750mg/dia de AF e realizaram exercicios resistidos
durante 8 semanas e foi demonstrado um aumento da area de seccao transversa e 0
aumento na forca no exercicio de leg press comparado com o PLA sugerindo que AF
€ capaz de aumentar a sinalizacao da via da mTor e significante aumento da resposta

hipertréfica no masculo esquelético e forca.

CONCLUSAO

A suplementacdo com FS vem demonstrando influencia em varias funcbes
celulares. Muitas dessas fun¢des tém o potencial para trazer beneficios ao organismo
humano durante o exercicio fisico ou no periodo de recuperacao apds o exercicio. Os
dados atuais sugerem que a FS pode alterar a funcdo neuroenddcrina em exercicios
aerobios executados por homens destreinados ou exercicios resistidos praticados por
homens fisicamente ativos. A FS parece suprimir a liberacdo de hormonios catabodlicos
como cortisol durante atividade fisica, atenuando a resposta do estresse induzido pelo
exercicio. Em exercicios resistidos, ciclismo e corrida, A FS parece também diminuir
a sensacao de dor, melhorar bem-estar, diminuir danos musculares e acelerar a
recuperacdo muscular. Contudo, o efeito ergogénico da FS requer mais estudos que

descrevam os mecanismos de a¢ao responsaveis para tais beneficios.
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RESUMO

O Objetivo do estudo foi investigar o efeito da suplementacéo de fosfatidilserina (FS)
isolada ou associada a maltodextrina (CHO) e/ou aminoacidos de cadeia ramificada
(BCAA) sobre o desempenho anaerobio e aerdbio, respostas hormonais e
metabdlicas em ratos Wistar. Os ratos foram separados em quatro grupos de acordo
com o suplemento administrado: fosfatidilserina isolada (FS), fosfatidilserina e
aminoacido de cadeia ramificada (FS+BCAA), fosfatidilserina com BCAA e
maltodextrina (FS+BCAA+CHOQO) e placebo (PLA). Todos os grupos realizaram um
protocolo de exercicio que consistiu na alternancia de sessbes de natacdo com
intensidade alta (HIIT) e intensidade moderada (MIT). ANOVA two-way foi utilizada
para identificar as diferencas entre no desempenho aerdbio e anaerdbio. Para
comparar valores bioquimicos, glicogénio muscular e hepatico, volume e carga de
treinamento foi utilizado o ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey. N&o houve
diferenca no desempenho anaerobio (p=0,76) e capacidade aerébia (p=0,172) entre
0S grupos no momento apds o periodo experimental, porém o volume total de
treinamento, na primeira e segunda semana, e carga total de treinamento, na primeira
semana, foram menores no grupo PLA comparado com grupos suplementados
(p<0,05). A concentracao de CK foi maior no grupo FS comparado ao grupo FS+BCAA
(p=0,04) e FS+BCAA+CHO (p=0,01). No figado, a concentracdo de glicogénio foi
menor na condicdo FS+BCAA em comparacéo ao grupo FS (p=0,008) e FS +BCAA
+CHO (p=0,02). O grupo FS +BCAA+CHO apresentou uma concentracdo de
glicogénio no so6leo 180% maior comparada ao grupo PLA (p=0,03) e 170% maior
comparada ao grupo FS (p=0,03). A razdo testosterona/corticosterona foi maior no
grupo FS+BCAA comparado com os demais grupos (p<0,05). Em conclusédo, a FS
isolada ou combinada com BCAA e CHO néo foi capaz de melhorar a capacidade
aerébia e TE em um protocolo de HIIT, porém no grupo suplementado foi observada
uma maior carga e volume total de treinamento nas primeiras semanas, sugerindo
maior tolerancia dos grupos FS isolado e combinado as sessdes de treinamento
comparado com PLA.

PALAVARAS-CHAVE: Fosfolipidios, treinamento intervalado de alta intensidade,

capacidade aerébia, capacidade anaerobia, corticosterona, estresse.
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ABSTRACT

The aim of the study was to investigate the effect of phosphatidylserine (PS)
supplementation isolated or associated with maltodextrin (CHO) and/or branched
chain amino acids (BCAA) on anaerobic and aerobic performance, hormonal and
metabolic responses in Wistar rats. Rats were separated into four groups according to
the supplement administered: PS, FS + BCAA), FS + BCAA + CHO and placebo (PLA).
All groups performed an exercise protocol that consisted of alternating high intensity
(HIIT) and moderate intensity (MIT) swimming sessions. Two-way ANOVA was used
to identify as a differential between groups over time without aerobic and anaerobic
performance. To compare concentration values of CK, muscle and hepatic glycogen,
testosterone, corticosterone, catalase (CAT), volume and training load, one-way
ANOVA followed by Tukey's post hoc was used. There was no difference in anaerobic
performance (p=0,76) and aerobic capacity (p=0,172) between groups after
experimental tests. However, total training volume ,in the first and second week, and
total training load, in first week, was lower in PLA group compared to others
supplemented (p<0,05). The CK concentration was higher in the PS group compared
to the PS + BCAA group (p=0,04) and PS + BCAA + CHO (p=0,01). In the liver,
glycogen concentration was lower in the PS + BCAA compared to the PS group
(p=0,008) and PS + BCAA + CHO (p=0,02). PS + BCAA + CHO presented a 180%
greater glycogen concentration in the soleus compared to PLA (p=0,03) and 170%
greater compared to PS (p=0,03). Testosterone/corticosterone ratio was higher in PS
+ BCAA group compared to others groups (p<0,05). In conclusion, PS alone or
combined with BCAA and CHO was not able to improve aerobic capacity and TE in a
HIIT protocol, but in the supplemented group a higher load and volume total training
was observed in the first weeks, suggesting a higher tolerance of PS groups isolated
and combined to training sessions compared to PLA.

KEYWORDS: Phospholipids, High intensity interval training, Corticosterone, Oxidative

stress.
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INTRODUCAO

A fosfatidilserina (FS) é o principal fosfolipidio presente ha membrana celular e
constitui 2 a 20% do total de fosfolipidios no plasma humano e membranas
intracelulares (VAN MEER et al., 2008). Sdo compostos essenciais para a constituicao
da membrana celular e apresentam interacdes diretas e indiretas com as proteinas
integrais que modulam a atividade dos receptores, enzimas, canais de ions e
moléculas de sinalizacdo (KINGSLEY, 2006c; JAGER et al., 2007). Além da funcao
estrutural e funcional na membrana celular, a FS vem sendo associada com melhora
na recuperacao de exercicios, na funcao imune, aumento da funcéo cerebral, funcéo
antioxidante (JAGER et al., 2007; FAHEY & PEARL et al., 1998; KINGSLEY, 2006b;
TYURINA et al., 2000) bem como melhora na capacidade de prolongar o TE em
exercicios fisicos (KINGSLEY et al., 2005; KINGSLEY et al., 2006a)

As pesquisas mostram que a FS possui propriedades Unicas como reduzir os
niveis de cortisol apds o exercicio (HELLHAMMER et al., 2004; MONTELEONE et al;.
1990; MONTELEONE et al.,, 1992), o que levaria a um aumento da razéo
testosterona/costisol (razdo T/C) (STARKS et al.,, 2008), melhora do humor,
desempenho, recuperagcdo, imunidade, tomada de deciséo, precisdao e cognicao
(PARKER et al., 1011; HELLHAMMER et al., 2004; FAHEY & PEARL et al., 1998;
KINGSLEY et al., 2005; KINGSLEY et al., 2006a). Além disso, a FS tem sido relatada
para melhorar as medidas subjetivas do overtraining, como a dor muscular e bem-
estar (FAHEY & PEARL, 1998), esses achados sugerem que a FS, parcialmente,
contraria a ativacdo induzida pelo estresse do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal
(HPA) (MONTELEONE et al., 1992). Kingsley et al., (2006a) foram os primeiros a
identificar propriedade ergogénica da FS, os autores avaliaram homens fisicamente
ativos suplementados com 750mg/dia de FS ou PLA durante 10 dias em um protocolo
de exercicio intermitente. O principal resultado desse estudo foi que a suplementacao
de FS aumentou o tempo até exaustdo (TE) em 29 +8% comparado com o placebo
(PLA).

A FS foi estabelecida como um suplemento oral seguro (JORISSEN et al., 2002)
capaz de atenuar as respostas séricas de cortisol (MONTELEONE et al., 1990;
MONTELEONE et al., 1992) e as respostas agudas de creatina quinase (CK) ao
exercicio (FERNHOZ et al., 2000). Foi demonstrado que o uso da FS (600mg)
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apresenta um efeito supressor do Cortisol e aumenta a razdo T/C (STARKS et al.
2008). Por outro lado, Kingsley et al. (2006b) reportaram que a suplementacgéo prévia,
mas unica com FS (750 mg antes do esforco intermitente até a exaustdo) néo foi
efetiva em atenuar as respostas do cortisol, dor, dano muscular e respostas
antioxidantes ndo enziméticas, mas o grupo suplementado diminuiu o tempo de
corrida até a exaustdo. Contudo, o uso crbénico pode ser mais efetivo em atenuar o
estresse fisioldgico e deterioracdo da membrana provocada pelo esfor¢o fisico em
comparacao a suplementacdo aguda. Nesse sentido, os niveis de lesdo no musculo
esquelético mensurados pela atividade plasmatica de CK em corredores de fundo foi
acentuadamente reduzido com suplementacéo cronica (15 dias — 300 mg) de FS em
relacdo ao grupo PLA (FERNHOLZ et al. 2000; JAGER et al. 2007).

Embora alguns estudos tenham apontado que a suplementacdo com FS seja
eficiente para melhorar o desempenho aerébio (STARKS et al., 2008; KINGSLEY,
2006), ainda ndo estd claro quais sdo os efeitos dessa substancia sobre o
desempenho anaerdbio. Fahey e Pearl (1998) investigaram o efeito da suplementacao
com FS sobre os niveis de cortisol, testosterona, CK, sensacdo de dores musculares
e sensagcdo de bem-estar em atletas que realizavam treinamento resistido. Esses
autores demonstraram que a suplementacao foi eficiente para diminuir a sensacao de
dor e aumentar a sensacao de bem-estar, porém, os niveis hormonais e CK néo foram
significativamente diferentes em relagéo ao PLA.

Estudos relataram que o exercicio de alta intensidade (HIIT) é capaz de melhorar
o desempenho aerébio em periodo de tempo mais curto comparado com exercicio
com maior volume e menor intensidade (LAURSEN, 2010; DE ARAUJO et al., 2015).
Em modelo animal, de Araujo et al. (2016) observou, em doze semanas de um
protocolo de HIIT, melhora de 27% na capacidade aerdbia, mas ndo na capacidade
anaeroébia; aumento de 182% nos estoques de glicogénio muscular e diminuicdo da
concentracdo de corticosterona em comparacdo ao grupo controle, indicando uma
adaptacao cronica positiva. A participacdo na atividade fisica muitas vezes desafia
uma variedade de sistemas fisiol0gicos; consequentemente, a capacidade de manter
a funcéo celular normal durante a atividade pode determinar o desempenho esportivo.

Estratégias nutricionais tém sido associadas ao treinamento de alta intensidade
para potencializar a sintese proteica (RASMUSSEN et al. 2000; TIPTON et al. 2001).

A ingestao dietética de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) ap0s o exercicio
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reduz a perda de aminoacidos dos musculos e, portanto, poupa a degradacdo da
proteina muscular (BLOMSTRAND; SALTIN, 2011). A ingestdo de proteina
imediatamente apds o exercicio também mostrou, consistentemente, o0 aumento da
sintese proteica, enquanto, simultaneamente, a degradacao de proteina é diminuida
(HOWARTH et al.,, 2009). Quando a ingestdo de proteina é combinada com
carboidrato (CHO) apés o exercicio, a sinalizacdo molecular de hipertrofia no musculo
esquelético é ativada (FERGUSON-STEGALL et al.,, 2011). Além disso, estudos
mostram que a ingestdo de proteina € necessaria para uma melhor recuperacéo
muscular apds exercicios exaustivos requerendo tanto a sintese protéica quanto a
sintese de glicogénio (MOORE et al., 2003) e que a combinagdo de BCAA com CHO
aumenta a taxa de sintese de glicogénio (MORIFUJI et al., 2010; WILLIAMS et al.,
2003). Apesar de Jager et al. (2007) indicarem que a FS pode aumentar a taxa de
glicose transportada para as células musculares e melhorar a sintese de glicogénio
apos exercicio extenuante, ainda ndo se conhece os efeitos da FS associada a
suplementacdo de CHO e BCAA em exercicio anaerdébio.

Considerando as respostas fisiologicas em relacdo a suplementacdo com FS e a
reducdo de secrecdo de hormodnios catabdlicos, reducdo dos danos musculares,
aumento da recuperacdo muscular em exercicios de endurance, parece coerente
investigar os efeitos desse suplemento no treinamento de alta intensidade. Sendo
assim, o presente estudo objetivou investigar os efeitos da suplementacéo cronica
com FS isolada ou associada com maltodextrina (CHO) e/ou amino&cidos de cadeia
ramificada (BCAA) no desempenho anaerébio e aerdbio, nas respostas hormonais e

metabolicas em ratos Wistar.

METODO

Animais
Todos os experimentos seguiram as resolucdes brasileiras especificas de
bioética de pesquisa com animais: lei n. 6,638, de 8 de marco de 1979 e decreto n.
645, de 10 de julho de 1945. O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética no

uso dos animais da UFAL com o numero de protocolo 10/2016.
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Foram utilizados 64 ratos machos Rattus norvegicus albinus (Wistar) com
aproximadamente 80 dias de idade, saudaveis, com pelagem em boas condi¢cdes e
massa corporal de 251+ 28.5g provenientes do Biotério Central da UFAL, que foram
mantidos no Biotério da Faculdade de Nutricdo da UFAL (FANUT).

Os ratos foram distribuidos randomicamente em gaiolas coletivas (com quatro
ratos por gaiola). As gaiolas foram higienizadas trés vezes por semanas durante todo
o experimento. Os animais foram alimentados com ragdo comercial (Nuvilab®)
balanceada e agua “ad libitum” e mantidos em sala com ciclo claro-escuro invertido
de 12:12h (luzes acesas das 19-7h) com temperatura ambiente controlada em
22+3°C.

Adaptacédo ao meio liquido

O objetivo da adaptac&o ao meio liquido foi de reduzir o estresse sem promover
adaptacdes fisiologicas pelo treinamento fisico (MANCHADO et al. 2006). A
adaptacdo ao meio liquido consistiu de 5min de natacao, cinco vezes por semana,
durante um periodo de duas semanas. Todos os procedimentos foram realizados em
tanques cilindricos com dimens@es de 80cm de didametro e 100cm de profundidade,
para natacdo individual (MANCHADO et al. 2006), com temperatura da agua mantida
a 31+1°C. Houve necessidade de um tanque profundo com bordas lisas para evitar
saltos recorrentes a superficie, forcando-os a nadar de forma continua (DE ARAUJO
et al., 2007). O protocolo de adaptacéao foi realizado no mesmo periodo do dia com

intuito de preparar 0os animais para a rotina do periodo experimental.

Desenho experimental

ApoOs o periodo de duas semanas de adaptacéo, o protocolo experimental foi
realizado no periodo de 4 semanas. Os 64 ratos foram separados em 4 grupos
experimentais: (1) suplementados com FS (FS; n=16), suplementados com FS e
BCAA (FS + BCAA ; n=16), suplementados com FS, BCAA E CHO ( FS+ BCAA+
CHO; n=16) e grupo PLA (n=16). Os animais foram pesados semanalmente para a
adequar a suplementacdo e intensidade de exercicio. O protocolo experimental

consistiu na alternancia de exercicios de alta intensidade com 13% da massa corporal
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(HIT) e exercicios de forma continua e moderada intensidade com 5% da massa
corporal (MIT). Apés o periodo de adaptacdo e ao final das quatro semanas de
treinamento, todos os ratos foram avaliados pelo teste de lactato minimo (LM) para

posterior analise sanguinea (Figura 1).

Adaptagio ao Testes

meio liguido Expe-rlmentais

SEMAMNAS 48h

1 2 L 3 4 5 6 I
f Eutanasia

' Teste de lactato minimo

Figura 1. Esquema geral da dindmica de treinamento e coleta de dados para 0s grupos.

Protocolo de suplementacao

Todos os suplementos foram administrados com solugéo contendo 4gua destilada,
com volume maximo de 1mL e aplicados por gavagem oral. (1) O grupo FS recebeu
300 mg de FS 20 min antes das sessdes de treinamento e 1 mL de agua destilada
imediatamente apos o treinamento. (2) O grupo FS+BCAA recebeu 300 mg de FS 20
min antes das sessdes de treinamento e uma dose fixa de 0,5mL imediatamente apos
a sessao de treinamento. (3) O grupo FS+BCAA+CHO recebeu 300 mg de FS 20 min
antes das sessoes de treinamento e 0,5mL de BCAA com CHO imediatamente ap6s
o treinamento. Essa mistura foi dividida em duas doses de 0,9mL separadas por um
tempo de 30 min. (4) O grupo PLA recebeu 1 mL de agua destilada 20 min antes do
treinamento e 1 mL de agua destilada imediatamente apds o treinamento.

As dosagens de CHO seguiram as especificacdes do estudo de RUFFO (2004):
a maltodextrina (5g) foi dissolvida em 50 mL de agua destilada, formando uma solugéo
com concentragao de 10% (m/V). A quantidade de CHO para cada animal manteve

uma padronizacdo nas quantidades ingeridas e foi calculada pela seguinte férmula:
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a= média de peso corporal (g) x 0,70 (g/Kg) de carboidrato/ 1000; Valor de a x 100
(mL)/ g de carboidrato= volume (mL). A solugdo carboidratada foi administrada

juntamente com BCAA imediatamente apos as sessfes de exercicio.

Protocolo de treinamento

O periodo experimental durou quatro semanas, com frequéncia de treinamento de
3-5 dias por semana. Assim como o periodo de adaptacao, as sessdes de treino foram
realizadas em tanque cilindrico com dimensdes de 80cm de didametro e 100cm de
profundidade para natacao individual com temperatura da agua mantida a 31+1°C. As
sessdes de treino foram baseadas na intensidade do teste de LM determinada
individualmente por ratos (DE ARAUJO et al. 2007). A organizacao de treinamento foi
dividida a fim de desenvolver tanto a aptidao anaerdbia quanto aerdbias, assim foram
subdivididos em duas intensidades: alta intensidade (HIIT), e exercicios continuos de
moderada intensidade (MIT) (tabela 1);

HIIT — Treino que consistiu em 5 séries de 1 minuto ou até a exaustdo com 1 minuto
de pausa entre as séries com intensidade equivalente a 13% do peso corporal.

MIT — Série Unica de 30minutos ou até a exaustao com intensidade equivalente a
5% do peso corporal.

Foi adotado como critério de exaustdo quando o rato permanecia submerso por
até 10segundos. Para determinacdo da intensidade individual dos exercicios os ratos

eram pesados semanalmente.

Tabela 1 Cronograma semanal das sessdes de treino, teste de lactato minimo e eutanasia dos animais

SEMANA  SEG TER QUA QuUI SEX SAB DOM
1 Teste LM MIT HIT  MIT HIIT DESCANSO DESCANSO
2 HIT MIT HIT  MIT HIIT DESCANSO DESCANSO
3 DESCANSO MIT HIT  MIT HIIT DESCANSO DESCANSO
4 HIT MIT HIIT teste LM teste LMDESCANSO DESCANSO
5 Eutanasia Eutanasia

Avaliacdo da performance aerobia e anaerdbia
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Para determinar o desempenho aerobio e anaerobio, foi utilizado o protocolo de
LM adaptado para ratos por de Araujo et al. (2007). Este teste consiste em uma fase
de inducdo da hiperlactatemia seguida de incrementos de intensidade. A fase de
hiperlactatemia consistiu em duas sessdes de natacao a 13% da massa corporal: (1)
30s de esforgo; (2) 1min de repouso passivo; (3) exercicio até exaustao para avaliar
o desempenho anaerdébio. Foi adotado como critério de exaustéo, a incapacidade do
animal permanecer na superficie da agua por aproximadamente 10s. No 7 € 9 min
apos inducdo da hiperlactatemia, foram coletadas amostras de sangue (25 pl) para
determinacdo da concentracdo maxima de lactato. Apdés 9 minutos de intervalo
passivo, a fase incremental consistiu em natacdo com pesos amarrados (mochilas)
equivalentes a 3,5%; 4,0%; 4,5%; 5,0%; 5,5% e 6,5% da massa corporal. Cada
esforco teve duragcdo de 5 min com intervalo de 30s para coleta de sangue e
determinacdo da lactatemia. A intensidade do LM foi obtida a partir do ponto zero
derivado do ajuste polinomial de segunda ordem para o menor valor de lactato da
curva em forma de “U” obtida entre a concentracdo sanguinea de lactato (mM) e a
carga da fase incremental do teste. Os critérios para esse teste foram a presenca do
ajuste em forma de “U” e o coeficiente de determinagdo (R?) do ajuste polinomial
superior a 0,75. O teste de LM foi aplicado em todos os grupos ap0s a adaptacao ao

meio liquido e no dltimo dia do periodo experimental (Figura 2).

y=1,5817x2-7,2177x + 12,162
R?=0,9671
18
16
S 14
=12
E
10 -
€ “'
= 8
% 6 e, '
3 4 "'-‘ ...........
2
0 39 3,5 4,0 5,0 55 6,0
% Peso Corporal

Figura 2. Exemplo da determinagéo de lactato minimo pelo protocolo adaptado para ratos com ajuste polinomial
de segunda ordem.
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Sacrificio dos animais

ApOs o periodo de treinamento, todos os animais foram eutanasiados (48h apos
o teste de LM). Os animais foram previamente pesados para determinacao da dose
do anestésico, foi utilizado uma solucdo com tiopental (100mg/kg i.p), em seguida

foram coletados sangue e excisao tecidual (figado e musculo soleo).

Anélise de sangue e tecidos

Amostras de sangue e tecidos foram coletadas apos 48h do LM. CK,
hormonios, nivel de enzima antioxidante, niveis de metabdlitos e concentracao de
gligogénio ser&o descritas abaixo.

O sangue foi coletado por puncéo cardiaca, depois colocado em tubos com
EDTA (plasma) e tubos secos (soro) de acordo com as analises e separados em
aliuotas para posterior andlise utilizando kits comerciais. Depois da coleta
sanguinea, o figado e o séleo foram cuidadosamente dissecados e colocados em
papel filme para remover os excessos de gordura e tecidos conectivos. As amostras
de tecidos para analise de concentracdo de glicogénio foram colocadas em
eppendorfs no freezer -80°C e transportadas no nitrogénio liquido para posterior
analise. Foram retirados 200-250mg de tecido muscular e 500g de tecido hepético.

Andlises bioquimicas

Lactato

As concentracfes plasmaticas de lactato foram determinadas depois de
coletadas amostras sanguineas proveniente da extremidade da cauda do animal, com
auxilio de tubo capilar heparinizado e calibrado a 25 pl, diluido em 50 pl de fluoreto de
sédio a 1%, contido em tubos plasticos, tipo Eppendorf. As amostras foram
centrifugadas por 10 min e 100 pyL de plasma foi colocado em tubos contendo 500
pLde EDTA. As amostras homogeneizadas foram realizadas seguindo especificacdes
do fabricante LABTEST® e absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro a
340nm.
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Creatina Quinase (CK)

A determinacédo da CK indica o nivel de dano muscular esquelético (TOTSUKA
et al.,, 2002). Para mensuracado da atividade plasmatica da Creatina Quinase (CK),
foram feitas analises utilizando o kit BioTécnica® CKNAC. Misturou-se a solugéo
tampéao (frasco de 2,5 mL) com reagente especifico, deixando-os em banho-maria a
37°C durante 3 minutos.. Em seguida, adicionou-se a solugao reativa, 40 uL de plasma
(estocado a 2-8 °C durante 10 semanas), deixando novamente a mistura em banho-
maria a 37°C por 1 minuto. De forma imediata, realizou-se quatro leituras das
absorbancias de uma mesma amostra a 340 nm, com um minuto de intervalo entre
uma leitura e outra, para que fosse obtido um valor A. O calculo da atividade de CK

(U/L) na amostra foi feito pela equacao CK (U/L) = 4127 x Aabsorbancia/minuto.

Glicogénio muscular e hepético

FracOes pesando entre 200-250mg do musculo so6leo e 5009 do tecido hepéatico
foram retiradas imediatamente apds o sacrificio dos animais e colocados no freezer -
80°C, depois de estocados por 1 semana, foram colocadas em banho maria a 100/c
em 0,5 mL de KOH 1N durante 20 minutos para determinacao do glicogénio muscular.
Foram adicionadas 20 uL de solugcdo saturada de Na2S0O4 e o glicogénio foi
precipitado através de duas passagens de 2,5mL de etanol, seguida de centrifugacéo
em 4mL de 4gua e da determinacdo colorimétrica realizada em 1mM de extrato. 20
ML de fenol a 80% e 2mL de acido sulfurico concentrado, apds fervura de 15 minutos.
A absorbéancia foi medida em espectrofotbmetro 490nm. Solucdes conhecidas de

glicose foram utilizadas para curva de calibragao.

Testosterona e Corticosterona
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Para determinacdo dos niveis de testosterona e corticosterona (ng/mL),
amostras de sangue foram centrigugadas a 3000g/10min, o sobrenadante foi coletado
e armazenado a -20°C até sua analise. Testosterona e corticosterona foram
mensuradas por kit elisa a 450nm (Abcam ab108666) e 540nm (Abcam ab108821),

respectivamente de acordo com as instru¢des do fabricante.

Catalase

As aliquotas de soro para analise da CAT foram armazenadas a -20°C até
andlise. A atividade da CAT foi mensurada por kit de catalase (Abcam ab83464) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Para iniciar a reagao, foi adicionado 12 uL
de H202 1 mM e incubado durante 30 min a 25°C. O H202 nédo convertido foi medido
calorimetricamente a 450 nm usando leitor de microplacas. A atividade de CAT foi
calculada como a quantidade de H202 decomposta por minuto a pH de 4,5 e 25°C.

ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o teste de Shapiro-wilk para verificar normalidade do residuo dos
dados. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o Software SPSS
(versdo 17.0, Chicago IL.,USA) e os dados estdo apresentados em média + erro
padrdo (EP). A analise de variancia (ANOVA two-way) foi utilizada para identificar as
diferencas entre os grupos ao longo do tempo no desempenho aerébio e anaerdbio.
Para comparar valores da concentracdo de CK, glicogénio muscular e hepatico,
testosterona, corticosterona, catalase, volume e carga de treinamento foi utilizado o
ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey. O nivel de significancia adotado foi
de 5% (p< 0.05).

RESULTADOS

O desempenho anaerébio mensurado pelo TE nao foi diferente entre os grupos

(p=0,82), apesar de observado aumento do TE ap6s as quatro semanas de
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treinamento quando comparado com o momento pré treinamento (p=0,0001). (Gréfico
1)

400
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Figura 3.Comparac¢do do desempenho anaerébio mensurada pelo tempo até exaustdo entre as condi¢des FS, FS
+BCAA. FS +BCC +CHO e PLA no momento pré e pos treinamento (4 semanas). *Denota diferenga significativa
em relagdo ao momento pré treinamento

N&o foi observada diferenca na capacidade aerébia mensurada pelo teste de LM
apos 4 semanas de treinamento (p=0,90), também nao foi observada diferenca entre

0S grupos no mesmo momento (p=0,172) (Grafico 2).
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Figura 4.. Capacidade aerébia mensurada pelo teste de lactato minimo nos momentos pré e pés treinamento (4
semanas).

A tabela 2 mostra que néo foi observada diferenca entre as concentracdes e pico
de lactato entre os grupos em nenhum dos momentos estudados (p=0,56; p=0,15),

porém a concentracdo e pico de lactato aumentaram no periodo pos treinamento
(p=0,016; p=0,001).

Tabela 2. Andlise de lactato sanguineo pré treinamento e apds 4 semanas de treinamento.

Pré treinamento Pés treinamento
FS FS +BCAA FS+ BCAA PLA FS FS + BCAA FS + BCAA PLA
+ CHO + CHO
Pico de
Lactato 4,95+1.66 5,58+1,33 6,41+0,75 5,60+0,75  7,89+0,43®  8,79+0,47%  8,39+2,22@  7,35+0,31%
(mmol/L)
Concentr

?_an de 6,49+2,76 7,17+2,60 6,26+1,76  7,91+1,97  13,39+546° 17,58+1,062 16+1,152 12,73+1,872
actato

(nmol/L)

aDiferenca significativa em relacdo ao momento pré-treinamento.

O volume e carga de treinamento foram calculados semanalmente. Foi
observado menor volume de HIIT no grupo PLA na segunda (p=0,001) terceira
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(p=0,012) e quarta (p=0,002) semana com relagcdo ao grupo FS, FS+BCAA e
FS+BCAA+CHO. Um menor volume de MIT no grupo PLA também foi observado na
primeira (p=0,001) e dltima semana (p=0,01) em comparacdo com FS, FS+BCAA e
FS+BCAA+CHO. Durante o periodo experimental, foi observado menor volume total
de treinamento no grupo PLA na primeira (p=0,001) e segunda (p=0,001) semana,

mas nenhuma diferencga entre os grupos nas semanas seguintes (Grafico 3A).

* (A) - s (B)
* [ FS + BCAA *
[ FS + BCAA + CHO 500 | .
| —

Carga de treinamento HIIT (UA)

Carga de treinamento MIT (UA)

Carga de treinamento Total (UA)

* *
*

¥

o+
3000 |
2000
1000
m 0

12 semana 2% semana 3% semana 4® semana 12 semana 2% semana 3% semana 4° semana

Figura 5.Volume (min) e Carga (UA) de treinamento durante o periodo experimental. *Denota diferenga significativa
em relagdo ao PLA. + Diferenca em relacéo ao grupo FS

Foi verificada uma menor carga de treinamento de HIIT no grupo PLA na
segunda (p=0,001) e terceira (p=0,03) semana em comparagdo com grupo FS,
FS+BCAA e FS+BCAA+CHO. A carga total de treinamento no grupo PLA foi menor
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na primeira semana (p=0,04) comparada com o grupo FS+BCAA+CHO, porém nao
foi observada alteracdo na carga de treinamento nas outras semanas. Nao houve
diferenca de carga de treinamento de MIT em nenhuma das semanas entre 0s grupos
estudados (figura 5B).

A concentracdo de CK foi comparada somente no momento apds treinamento e
foi observada maior concentracédo de CK no grupo FS comparada ao grupo FS+BCAA
(p=0,04) e ao grupo FS +BCAA +CHO (p=0,01). Nao foi encontrada diferenca entre o
grupo FS +BCAA +CHO e o PLA (p=0,88) e entre FS + BCAA e PLA (p=0,99), entre
FS e PLA (p=0,059), nem entre os grupos experimentais FS + BCAA e FS+BCAA
+CHO (p=0,94) (Figura 6)

200 T

*
-

150 T

CK (UIL)

100 -

FS FS + BCAA FS + BCAA + CHO PLA

Figura 6.Concentracdo de CK (U/L) nas condi¢bes FS, FS +BCAA. FS +BCC +CHO e PLA no momento apds o
periodo de treinamento (4 semanas). Os dados sao apresentados em + EP. *Diferenca significativa em relagcao ao
grupo FS (p<0,05)

A figura 7 mostra que n&o foi observada diferenca na concentragdo da
corticosterona (p=0,44) e testosterona (p=0,056), porém a razdo T/C foi maior no
grupo FS+BCAA em comparagao com FS (p=0,02), FS+BCAA+CHO (p=0,02) e PLA
(p=0,001). Nao houve diferenca na atividade da enzima catalase em nenhum dos

grupos estudados (p=0,23).
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Figura 7.Andlises bioquimicas de testosterona(ng/mL), corticosterona(ng/mL), razao T/C e atividade enzimatica da
catalase (hmol/min/mL). + Diferenca significativa em comparacdo com o grupo FS +BCAA.

A concentracédo de glicogénio no musculo soleo foi analisada no momento pés
treinamento. O grupo FS +BCAA+CHO apresentou uma concentracao de glicogénio
muscular (s6leo) 180% maior comparada ao grupo PLA (p=0,03) e 170% maior em
comparacao ao grupo FS (p=0,03). Nao houve diferenca entre as outras condicbes
analisadas (p<0,05). A concentracdo de glicogénio hepatico foi menor na condi¢ao
FS+BCAA em comparacao ao grupo FS (p=0,008) e também em comparacao com o
grupo FS +BCAA +CHO (p=0,02). Nao houve diferenca entre o PLA e nenhuma das

condicBes estudadas (Figura 8).
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Figura 8. Percentual da concentracédo de glicogénio no soleo e figado nas condi¢des FS, FS +BCAA e FS +BCC
+CHO em comparacédo com o grupo PLA no momento apés o periodo de treinamento (4 semanas). Os dados sao
apresentados em = EP. *Diferencga significativa em comparag¢@o com o PLA. #Diferenca significativa em relagéo
ao grupo FS. + Diferenca significativa em comparac¢éo com o grupo FS +BCAA.

DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo a investigar o efeito isolado e combinado de FS, CHO
e BCAA no desempenho apds um protocolo de HIIT. Nossos resultados contradizem
em parte a hipGtese inicial e mostram que apesar de uma maior carga total de
treinamento na primeira semana, a FS isolada ou combinada com BCAA e CHO néo
teve efeito na capacidade aerdbia e TE em ratos.

Estudos in vitro demonstram que uma pequena concentracdo de FS é efetiva
para ativar Na+/K+ ATPase-dependente em preparacbes de cérebro e rim de
mamifero (TSAKIRIS; DELICONSTANTINOS, 1984; SPECHT & ROBINSON, 1973) ,
além disso foi descoberto que Ca?* -ATPase, uma enzima responsavel pela
reabsorcéao de célcio do citosol do musculo para o reticulo sarcoplasmatico, requer FS
(MORROT et al., 1990). A FS exdgena mantém a homeostase ibnica, sendo plausivel
supor que a suplementacéo melhore o mecanismo de contragao e consequentemente
0 desempenho durante o exercicio. Sendo assim, Kingsley et al. (2006a) foram o0s
primeiros a encontrar efeito ergogénico da FS em homens fisicamente ativos,
mostrando que 750mg foi capaz de melhorar a capacidade de exercicio em um
protocolo de ciclismo intermitente (45, 55 e 65% VO2wix) seguido de uma série final

até a exaustdo (85% VO2waix). Os autores observaram que, apesar de nenhuma
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alteracdo na concentragéo de cortisol, substrato de oxidac&o e percepc¢ao de esforco
no grupo suplementado, observou-se aumento do TE apoés 10 dias de suplementacéo
comparado com o PLA.

Apesar do potencial da FS em contribuir para manutencédo da homeostase
iOnica, os resultados do presente estudo mostram que nao houve diferenca na
capacidade aerobia e TE em ratos nas diferentes suplementacdes. No entanto, a
carga total de treinamento, na primeira semana foi maior nos grupos suplementados
em relacdo ao PLA e a carga no HIIT foi superior na segunda e terceira semana em
relacdo ao PLA. O volume total de treinamento foi superior ao PLA nas duas primeiras
semanas e o volume do HIIT foi superior em todas as 4 semanas de treinamento
comparado com o PLA. Esses dados demonstram maior tolerancia dos grupos FS
isolado e combinado as sessfes de treinamento.

O HIIT € um protocolo de treinamento efetivo para melhora do limiar anaerobio,
maxima captacdo de oxigénio, desempenho anaerobio, fibras tipo I, atividade da
citrato sintase e outras variaveis aerObias em sedentarios e atletas treinados
(LAURSEN; JENKINS, 2002), porém existe uma linha ténue entre essas melhoras e
sintomas de overtraining, estresse fisioldégico e imunossupressao devido a intensidade
inapropriada, o que pode ocasionar a diminuicdo do desempenho (HOHL et al., 2009).
Nossos dados sugerem que a FS pode auxiliar no processo de adaptacao no HIIT, e,
talvez o grupo PLA demorou um tempo maior para sofrer as adaptacfes ao HIIT
comparado com 0s grupos suplementados.

Scariot et al. (2016) analisaram o efeito de 12 semanas de treinamento aerdbio
na atividade fisica voluntaria (AFV) em ratos, utilizando o teste de LM para andlise da
capacidade aerObia e desempenho anaerébio, demonstraram que fazer exercicio
aerobio diariamente pode ter efeito protetor no declinio da AFV, porém, ndo previne o
declinio da capacidade aerébia e desempenho anaerébio. Os autores sugerem que
ratos selvagens tem maiores oportunidades de explorarem o ambiente em
comparagcdo com ratos que vivem em gaiolas, levando-os ao sedentarismo e,
portanto, tém adaptacOes fisiologicas diferentes (expressdo de genes, remodelacao
de tecidos, etc), indicando maiores dificuldades em identificar melhora no
desempenho comparados com ratos em seu habitat natural. Os autores agucam

reflexdes sobre a forma de manutencdo dos animais no laboratorio.
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A segunda hipétese do presente estudo foi que a combinacdo de FS com BCAA
e com BCAA e CHO poderia ter um possivel efeito potencializador também no
estresse oxidativo, na reducéo dos danos musculares, reducéo dos niveis de cortisol,
aumento da razdo T/C e maior sintese de glicogénio muscular e hepatico apos
exercicio. Apesar dos efeitos comprovados da ingestao de proteina na taxa de sintese
protéica (WILLIAMS et al, 2003; FERGUSON-STEGALL et al, 2011), a
suplementacao de proteinas combinada com carboidratos ndo esta consistentemente
associada ao melhor desempenho (MILLARD-STANFFORD et al., 2005). Nossos
resultados mostraram que a combinacdo de FS com esses macronutrientes nao
melhoram capacidade aerdbia e o desempenho anaerdbio em ratos no protocolo de
HIIT.

A concentracdo de CK desempenha papel importante no ajuste do metabolismo
energeético necessario para a atividade muscular e pode ser utilizada como indicador
de dano celular (WILLIAMS et al., 2003). Em humanos, estudos com menos de 800
mg de suplementacdo de FS-S mostraram efeitos benéficos no desempenho e
marcadores de danos musculares: 750 mg de FS-S resultaram em um aumento do
TE durante protocolo intermitente de ciclismo (KINGSLEY et al., 2006a), e uma
tendéncia de melhora do desempenho em exercicios intervalados durante protocolo
de corrida até exaustdo quando em comparado com o PLA (KINGSLEY et al., 2005).
600 mg e 300 mg de FS-S reduziram significativamente os niveis de CK 24 h apés
uma corrida de 90 min (FERNHOZ et al., 2000). Estudos anteriores encontraram
menor valor de CK em ciclistas que utilizaram BCAA ,durante e apds exercicio de
endurance com moderada intensidade, comparado com o grupo PLA (DONG-HEE et
al., 2013). No presente estudo a concentracdo de CK foi atenuada no grupo FS
+BCAA e FS+BCAA+CHO em comparacdo com grupo FS. Esses dados evidenciam
gue a associacdo da FS com macronutrientes melhora o processo de reparacéo
tecidual. Talvez a dosagem isolada de 300mg né&o foi suficiente para o estresse
cronico induzido pelo exercicio durante o protocolo experimental nas quatro semanas.

Devido a maior captacdo de oxigénio durante o exercicio, ha o aumento do
estimulo na producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em tecidos e sangue
(J1, 1993). Para controlar a produgéo de EROs, uma das enzimas que atua sobre esse
sistema oxidativo, é a CAT. E sabido que FS-livre (ndo incorporadas as membranas

celulares) podem ter efeitos antioxidantes e contribuirem para defesa contra o
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estresse oxidativo (PEPEU, et al. 1996). Liu et al. (2012) investigaram o efeito da
suplementacdo de 300mg/kg de FS isolada ou combinada com &cido
docosahexaenoico (DHA) no estresse oxidativo, comportamento e memaria cognitiva
em ratos, os resultados demonstraram uma maior atividade da CAT no grupo com
suplemantacdo combinada de FS e DHA, porém ndo houve diferenca quando
administrados de forma isolada. No ambito do exercicio, Kingsley et al. (2005) foram
0S primeiros a investigar o efeito crénico da suplementacdo de 750mg de FS no
estresse oxidativo e lesdo muscular no exercicio intermitente, e demosnstraram que
a suplementacéo de FS néo foi efetiva em atenuar o estresse oxidativo ao mensurar
atividade do y-tocoferol e antioxidantes ndo enzimaticos no exercicio até exaustao, o
gue corrobora com os achados do presente estudo, onde protocolo de suplementacao
nao foi capaz de atenuar o estresse oxidativo, demonstrado pela ndo atlteracdo da
atividade da enzima CAT. No estudo de Kingsley et al. (2005) também foi mensurada
a concentracdo de hidroperoxidos antes e ap6s a suplementacdo e identificaram
niveis semelhantes na producao de radicais livres, que superou a defesa antioxidante,
ocasionando a peroxidacao lipidica. No presente estudo ndo foi mensurada a
atividade da CAT antes do periodo experimental, mas talvez a FS tenha efeito protetor
na reducdo do dano que foi mascarada pelo aumento do volume e carga de
treinamento dos grupos suplementados.

O protocolo do presente estudo ndo permitiu estudar mecanismos pelo qual a
FS afeta o desempenho, contudo, além da integridade da membrana plasmatica e da
diminuicao do estresse oxidativo e lesdo muscular, outro mecanismo de a¢ao proposto
na literatura € a acdo antagonista a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) causada pelo exercicio (MONTELEONE et al., 1990). Monteleone et al. (1992)
utilizaram duas doses de FS-CB: 400 e 800mg/dia durante 10 dias e verificaram que
a maior dose resultou na diminuicdo da concentracdo plasmatica de cortisol em
homens saudavel sedentérios, porém a dose de 400mg/dia ndo afetou a concentracao
do cortisol. Os autores sugeriram que talvez seja necessario um periodo maior que 10
dias com altas doses de FS para neutralizar o estresse induzido pela ativacdo HPA
em homens saudaveis. Kingsley et al. (2006a) avaliaram a suplementacdo de
750mg/dia de FS-S durante 10 dias e ndo houve alteracdo nos niveis séricos de
cortisol depois de um protocolo intermitente de ciclismo em homens jovens,

fisicamente ativos. Provavelmente seja necessario um maior periodo de
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suplementacdo de FS, visto que muitos estudos utilizaram a suplementacao de FS
durante longos periodos (>2 semanas), e reportam melhora na funcdo cerebral
mesmo administrando doses mais baixas (<500mg/dia) (CENACCHI et al., 1993). No
presente estudo, apesar das quatro semanas de treinamento, ndo foi encontrado
alteracdo na concentracao de corticosterona e testosterona em nenhum dos grupos
encontrados. Em ratos, de Araujo et al. (2016) investigaram os efeitos do HIIT a curto
(6 semanas) e longo prazo (12 semanas), e demostraram que 0s niveis de
corticosterona nas 12 semanas foram menores que o grupo controle e maiores no
HIIT a curto prazo comparado com o grupo controle, sugerindo que o curto prazo de
HIIT pode ser considerado um periodo de estresse transitorio e talvez, o curto periodo
promova um estresse imediato e seja insuficiente para promover adaptacfes
positivas.

Um resultado interessante do nosso estudo, foi 0 aumento significativo da
razdo T/C do grupo FS+BCAA comparado com os demais, Sharp e Pearson, (2010),
investigaram o efeito da suplementacdo de curta duragcdo (trés semanas) e alta
concentracdo de BCAA (1800mg de leucina, 750mg de isoleucina e 7509 de valina),
no perfil hormonal e lesdo muscular em exercicio de alta intensidade. Os autores
encontraram maior nivel de testosterona e menor concentracdo de CK e cortisol no
grupo suplementado com BCAA comparado com o PLA, sugerindo que o BCAA pode
favorecer para um perfil hormonal anabdlico ao mesmo tempo que atenua os danos
musculares induzidos pelo treinamento. Mei-Chich et al. (2011) investigaram o efeito
de uma bebida contendo BCAA e CHO na resposta fisiologica e bioquimica durante a
recuperacdo muscular apds exercicio até exaustdo. Apesar da ndo diferenca nos
niveis de CK e lactato, a razdo T/C 120min ap0s a sesséao de treino foi maior no grupo
suplementado com a bebida combinada quando comparada com PLA, indicando a
ocorréncia de resposta anabdlica durante o periodo de recuperacao.

Jager et al. (2007), em uma revisdo, sugeriram que a suplementacao de FS
poderia aumentar a taxa de glicose transportada para as células musculares e,
consequentemente, aumentar a recuperacdo do gligogénio muscular em exercicio
intenso. Ainda seria esperado um efeito interativo entre os aminoacidos e CHO, dada
a resposta resultante da insulina dos CHOs e da leucina dos BCAA’s. A insulina
estimula o acumulo de glicogénio através do aumento do transporte de glicose no

musculo e sintese de glicogénio em figado e musculo, através da desfosforilacdo da
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enzima glicogénio sintetase (BRADY et al., 1997). Nosso resultado demonstra um
aumento no grupo FS+BCAA+CHO de 180% no estoque de glicogénio muscular
(s6leo) comparado com PLA e 170% maior em comparacdo ao grupo FS.
Previamente, pelo nosso conhecimento, nenhum outro estudo mensurou
concentracdo muscular e hepética de glicogénio ap6s suplementacao cronica de FS.
De Araujo et al. (2016) demonstraram que independente da duracao do HIIT (6 ou 12
semanas), a sintese de glicogénio no muasculo séleo ndo excedeu 70% da
supercompensacao, sugerindo uma limitacéo de sintese de glicogénio devido as suas
caracteristicas oxidativas, rico em fibras do tipo | e baixo poder glicolitico, talvez, por
iSso, 0 treinamento intervalado pode néo ter provocado adapatacdes significativas na
replecéo de glicogénio (FOURNIER et al., 2004)

Talvez o dado mais intrigante do nosso estudo foi a diminuicéo significativa do
estoque de glicogénio hepatico no grupo FS+BCAA em comparagado ao grupo FS e
FS+BCAA+CHO. Sabe-se que o glicogénio hepatico é combustivel importante para o
metabolismo aerdébio e o desempenho anaerébio, alguns estudos mostram que a
suplementacdo de BCAA apds o treino, tem efeito poupador do glicogénio hepatico,
aumentando seu estoque (DE ARAUJO et al., 2006; CAMPOS-FERRAZ et al., 2013).
O aumento da sensibilidade a glicose é resultante de inUmeras alteracdes celulares,
dentre as quais, aumento do numero dos transportadores de glicose GLUT2 e da
atividade e do conteudo das glicoguinases (WEINHAUS et al., 2007). Em particular,
glicoquinase no figado é envolvida no metabolismo de regulacdo da glicose (HIGUCHI
et al.,2011) e L-GK tem papel na regulacdo da sintese do glicogénio hepético
(MATSCHINSKY, 2009). HIGUCHI et al. (2011) demonstraram uma reducdo da
glicose6-fosfato no figado com administracdo oral de BCAA em animais cirroticos,
sugerindo que a suplementacdo pode ter papel importante na supressdo da
gliconeogénese, porém a expressao de glicogénio sintase ndo foi aumentada. A
administracdo de BCAA aumentou a bioatividade do aparelho de deteccédo de glicose,
provavelmente através da ativacdo de um mecanismo de transcri¢cdo, sugerindo que
esses aminoacidos podem melhorar o metabolismo da glicose através da utilidade
acelerada de glicose e glicose-6-fosfato no figado. Portanto, a suplementacéo de
BCAA a longo prazo pode aumentar a sintese hepéatica de glicogénio, porém, assim
como no presente estudo, talvez o tempo nao tenha sido suficiente para promover a

adaptacao ao exercicio de HIIT.



57

Essas discrepancias dos resultados encontrados podem resultar das
diferencas na quantidade de FS fornecida, sua composi¢cdo ou que os modelos de
exercicios utilizados podem ndo ser adequados para detectar os efeitos no
desempenho e recuperacdo muscular. Existem protocolos bastante diferentes em
relacdo a intensidade e duragéo antes da interven¢éo da suplementacéo e para avaliar
o desempenho apds o periodo de intervencdo. Um modelo experimental com
intensidade de exercicio similar antes e apds a intervencao da dieta representaria uma

abordagem mais apropriada para obter resultados mais coerentes.

CONCLUSAO

A FS isolada ou combinada com BCAA e CHO néo foi capaz de melhorar a
capacidade aerébia e TE em um protocolo de HIIT em ratos Wistar. Porém, no grupo
suplementado foi observada uma maior carga e volume total de treinamento e maior
carga no HIIT nas primeiras semanas de treinamento, e, ainda, o volume do HIIT foi
superior em todas as 4 semanas de treinamento comparado com o PLA. Esses dados
demonstram maior tolerancia dos grupos FS isolado e combinado as sessdes de
treinamento. Além disso, maior razdo T/C foi encontrada no grupo FS+BCAA
comparado com os outros grupos. Nao deve ser negligenciado que nosso estudo traz

novos resultados sobre o impacto positivo da FS em exercicio de alta intensidade.
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Os estudos acerca da FS envolvida no ciclismo, treinamento de forca e corrida
sugerem que a FS pode acelerar a recuperacao, prevenir dor muscular, melhorar o
bem-estar e ainda possuir propriedades ergogénicas. A FS parece demonstrar efeito
positivo para combater o estresse induzido pelo exercicio e prevenir a deterioracao
fisiolégica que acompanha o overtraining. Porém, de acordo com os resultados
obtidos neste estudo, constatou-se que, em ratos Wistar submetidos ao HIIT, a
suplementacao crénica de FS de forma isolada ou combinada com BCAA ou BCAA e
CHO néo é capaz de melhorar capacidade aerdbia e anaerobia, apesar do aumento
da carga e volume de treinamento quando comparado com o PLA, sugerindo que o
grupo PLA demorou um tempo maior para sofrer as adaptacdes ao HIIT comparado
com 0s grupos suplementados.

A FS também néo foi capaz de atenuar os niveis de cortisol durante a atividade
fisica e aumentar a razdo T/C, nem aumentar a atividade da enzima CAT ou diminuir
a concentracao de CK, pode-se dizer que a FS néo foi capaz de atenuar o estresse
oxidativo nesse tipo de protocolo de treinamento. O contetdo de glicogénio muscular
e hepatico ndo foi poupado pela utlizacdo de FS de forma crbnica. Essas
discrepancias dos resultados encontrados podem resultar de diferencas na
quantidade de FS fornecida, sua composi¢cdo ou que os modelos de exercicios
utilizados podem ndo ser adequados para detectar os efeitos no desempenho e
recuperacdo muscular. Existem protocolos bastante diferentes em relacdo a
intensidade e duracdo antes da intervencdo da suplementacdo e para avaliar o
desempenho ap6s o periodo de intervencdo. Um modelo experimental com
intensidade de exercicio similar antes e ap0s a intervencao da dieta representaria uma
abordagem mais apropriada para obter resultados mais coerentes.

Por fim, sugerimos mais estudos para fundamentar e investigar os potenciais
usos da FS no exercicio e o0 mecanismo pelo qual a FS pode atuar fisiologicamente.
N&o deve ser negligenciado que nosso estudo traz novos resultados sobre o impacto

positivo da FS em exercicio de alta intensidade.
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