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RESUMO

Suplementos nutricionais, supostamente, capazes de potencializar a producdo enddgena de éxido nitrico
(NO) tém experimentado crescente popularidade entre os individuos fisicamente ativos. Diante da caréncia de
informacdes sobre o assunto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de um suplemento comercial
a base de proteinas e aminodacidos sobre a producdo enddgena de NO. Métodos: A amostra foi constituida
de 12 homens sedentérios, mas sem fatores de risco para doencas cardiovasculares. O protocolo de suple-
mentacao foi conduzido conforme o arranjo experimental duplo-cego cruzado. Os participantes receberam,
aleatoriamente, placebo (PLA) ou suplemento proteico (SP), em dois momentos diferentes, separados por
uma semana. Com o intuito de determinar a concentragdo plasmatica de NO, amostras de sangue foram
coletadas antes (24h e imediatamente antes) e depois (30 e 60 minutos) do consumo da substancia PLA ou
do SP. Resultados: Néo foi observada alteragdo na concentracao plasmatica de NO ap6s a ingestdo do SP
em comparacao com o PLA (pds-suplementacdo 30min - PLA: 19,3 + 4,7umol.L " vs. SP: 18,9 + 4.4umol.L!
e pos-suplementacdo 60min - PLA: 21,3 + 6,5umol.L" vs. SP: 20,3 + 4,9umol.L"). Também néo foi verificada
alteracdo da pressao arterial. Conclusao: O suplemento nutricional a base de protefinas e aminodcidos, testado
no presente estudo, néo potencializou a producao endégena de NO.

Palavras-chave: aminoacidos, éxido nitrico, vasodilatacao, pressao arterial.

ABSTRACT

Nutritional supplements, theoretically able to increase endogenous nitric oxide (NO) production have
experienced great popularity among physically active individuals. Aim: scientific evidence available regarding
this issue is scarce. Therefore, the purpose of this study was to evaluate the effect of a dietary supplement
commercialized as a nitric oxide booster. Materials and methods: twelve sedentary men with no risk factors
for cardiovascular diseases were supplemented with placebo or protein in two different occasions. The present
study was conducted in a cross double-blind design. In order to assess plasmatic NO concentration, blood
samples were obtained before (24hs and immediately before) and after (30 and 60 minutes) consumption of
placebo (PLA) or protein supplement (SP). Results: there was no difference in plasmatic nitric oxide concentra-
tion between both trails (Post-supplementation 30 min - PLA: 19.3+4.7 umol.L" vs. SP: 18.9+4.4 umol.L" and
Post-supplementation 60 min - PLA: 21.3+6.5 umol.L.! vs. SP: 20.3+4.9 umol.L"). In addition, no difference was
detected for arterial blood pressure. Conclusion: the dietary supplement analyzed in the present study failed
to increase nitric oxide endogenous production.

Keywords: amino acids, nitric oxide, vasodilatation, blood pressure.

INTRODUCAO

Os mecanismos responsaveis pela hipertrofia muscular, em resposta

para explicar como essas respostas agudas estimulariam a hipertrofia do
musculo esquelético. Considerando os possiveis mecanismos fisioldgi-
cos envolvidos nesse processo, alguns autores propuseram a hipotese

ao treinamento de forca, ndo estao, totalmente, elucidados!”. Estudos
recentes sugerem que esse tipo de exercicio promove o acimulo
de substancias (ex. lactato) no meio intra e extracelular, que seriam
capazes de desencadear a ativacao do sistema simpatico e a liberacao
de hormonios hipofisarios®?. O acimulo desses metabdlitos seria
responsavel por traduzir a sobrecarga utilizada no treinamento em
estimulo para a sintese proteica adaptativa®.

Vale ressaltar que nao existem estudos que relacionem o efeito das
alteragdes agudas no perfil hormonal/metabdlico em resposta ao treino
de forca e a adaptacao cronica (longo prazo) induzida por esse tipo de
treinamento fisico®. Nesse contexto, varias teorias foram elaboradas
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da supercirculacdo. Esta sugere que o incremento do fluxo sanguineo
para o musculo seria um dos estimulos que poderiam potencializar a hi-
pertrofia®. No caso do treinamento de forca, esse aumento na circulaco
ocorreria, predominantemente, ao término do exercicio. Essa resposta
resultaria em maior aporte de nutrientes e hormdénios para o musculo,
bem como a remocéo acelerada de subprodutos do metabolismo.

O NO é um vasodilatador enddgeno que tem sido investigado, com
crescente interesse, devido a seu possivel envolvimento nos efeitos
cardioprotetores promovidos pelo exercicio®. Com base na hipdtese da
supercirculacao, suplementos nutricionais, supostamente, precursores/
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estimuladores da sintese enddgena de NO tém sido comercializados
com grande sucesso. No entanto, ndo existem evidéncias que com-
provem que esses suplementos potencializem a hipertrofia por meio
da producéo de NO e a subsequente vasodilatacao.

E importante destacar que, sendo um radical livre, ndo ¢ possivel
disponibilizar a referida substancia para o consumo oral. Na realidade,
esses produtos possuem aminodcidos que, conforme alegam os fabri-
cantes, seriam capazes de aumentar a producao de NO.

Os poucos estudos que investigaram o efeito desses suplementos
nutricionais sobre a producdo de NO e a subsequente vasodilatacao,
em individuos saudéveis durante o repouso, séo controversos”'". A
maioria dos estudos realizados com suplementacdo ou infusédo de
aminoéacidos, mais especificamente L-arginina, que demonstram efeitos
positivos, utilizou individuos que apresentavam limitagdes na fisiologia
do endotélio!"'?). Portanto, apesar do grande apelo comercial desses
suplementos nutricionais, a comprovacao cientifica da eficiéncia desses
produtos, no sentido de potencializar as respostas agudas e/ou cronicas
do treinamento de forga, ainda precisa ser estabelecida. Com base nesse
hiato, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da ingestéo
de um suplemento nutricional a base de proteinas e aminodacidos sobre
a concentracao plasmatica de NO.

METODOS

Sujeitos

Foram selecionados 12 sujeitos do sexo masculino, sedentérios e
saudaveis (idade: 28 + 2 anos; peso: 74 + 3,0kg; altura: 175 + 4,0cm;
IMC: 24 + 1,0kg/m?). O experimento seguiu a resolucao especifica
do Conselho Nacional de Saude (n° 196/96), sendo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do UniFMU (CAAE n° 0003.0.254.000-05).
Todos os participantes foram informados, detalhadamente, sobre os
procedimentos utilizados. Os mesmos concordaram em participar de
maneira voluntaria do estudo, assinando um termo de consentimento
informado e protecdo da privacidade.

Protocolo de suplementacao

O produto avaliado foi o Nitro NO2® Protein Time Release (900q)
(Probictica, Brasil; registro no Ministério da Saude n°4.9377.0010). Logo
apos a realizacdo do experimento, o referido produto deixou de ser
fabricado, sendo substituido por outro com constituicdo semelhan-
te. O SP (ou PLA) foi administrado, seguindo o modelo randomizado
duplo-cego cruzado. Tanto o SP quanto o PLA foram ministrados na
forma de uma bebida adogada artificialmente, a fim de que néo fos-
sem percebidas alteracdes no paladar. Além disso, as solucdes foram
ministradas em um recipiente que ndo permitia visualizacédo da be-
bida, dificultando a identificacdo das mesmas. Na primeira semana,
os individuos se apresentaram para coleta de amostras de sangue 24
horas antes (24) e imediatamente antes (0) do consumo do PLA ou
do SP. Além das amostras sanguineas, a pressao arterial e a frequéncia
cardiaca também foram mensuradas. Os individuos foram instruidos
a permanecer em jejum por, aproximadamente, 12 horas antes das
coletas pré-suplementacéo. O SP foi consumido conforme as instrucoes
fornecidas pelo fabricante. Os participantes foram divididos entre as
condi¢des experimentais (PLA e SP) aleatoriamente. Nessa ocasio,
metade da amostra (n = 6) consumiu PLA e a outra metade (n = 6)
ingeriu o SP. Trinta e 60 minutos apds a suplementacdo, amostras de
sangue foram, novamente, coletadas. Concomitantemente, a pressao
arterial e frequéncia cardiaca também foram mensuradas. Na semana
seguinte, todos os procedimentos foram repetidos, alternando-se a
substancia a ser consumida. Os individuos que, previamente, haviam
consumido o PLA, receberam o SP e vice-versa.
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Composicao do Nitro NO2®

Segundo informacdes fornecidas pelo fabricante, o Nitro NO2®
Protein Time Release (Probidtica®, Brasil; registro no Ministério da Saude
n°4.9377.0010) é constituido de 7g de carboidratos, 31g de proteinas,
3,59 de gorduras totais, 125mg de célcio, 0,3mg de ferro, 100mg de
sédio, 100mg de magnésio, 0,5mg de vitamina B6, 60ug de dcido folico,
2.555mg de L-leucina, 2.473mg de L-isoleucina e 2.180mg de L-valina.
O conteuldo caldrico de uma porgao 45g do referido suplemento é de
180kcal. E importante destacar que nao foi ajuizada a veracidade do
contetdo descrito no rétulo, uma vez que a intencao do estudo foi
avaliar a eficiéncia do produto na forma que o mesmo é comercializa-
do, ficando, portanto, toda a responsabilidade por essas informacoes
por conta do fabricante. Vale notar que a classificagdo do suplemento
como proteico, o que inclusive foi utilizado no titulo deste artigo, foi
fornecida pelo fabricante, e ndo pelos autores do trabalho.

Protocolo de coleta de sangue

Para as coletas realizadas antes da suplementacéo (24 e 0), cada
participante compareceu ao laboratério, tendo observado jejum por
aproximadamente 12 horas. A coleta de sangue foi realizada no ante-
braco, utilizando-se tubos a vacuo, nos quais foram extraidos aproxi-
madamente 10mL de sangue (Vacutainer®, EUA). Cada tubo continha
0,5mL de solugcdo com 19,2mg de citrato de sédio e 2,0mg de acido
citrico. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1.500rpm a 4°C.
O plasma foi extraido e, posteriormente, estocado no freezer a —-80°C.

Determinacao do NO plasmatico

O NO foi avaliado em aliquotas do plasma, previamente despro-
teinizadas, conforme descrito por Sun et al"?. O nitrato e o nitrito no
plasma foram convertidos em NO. Posteriormente, conforme protocolo
de Hampl et al™, a concentracdo de NO foi determinada por qui-
mioluminescéncia através do analisador NOATM280 (Sievers Inc®, EUA).
Nesse procedimento, a linearidade deve ser menor que < 1%. Logo, o
analisador foi calibrado para que a linearidade fosse mantida ao longo
de todo o processo de mensuracao. A variabilidade entre os ensaios foi
menor que 10%. Os valores estdo expressos em pmol.L". Todos os parti-
cipantes foram instruidos a manter uma dieta restrita em nitrito/nitrato
no dia anterior ao do inicio do experimento. Dessa forma, é possivel
assegurar que a dosagem de NO néo foi afetada pela dieta.

Mensuracao da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

Antes do procedimento de mensuracéo, (8:00-10:00h), os participan-
tes foram mantidos sentados por cinco minutos. Posteriormente, a pres-
sdo arterial foi mensurada de acordo com a American Heart Association,
que preconiza a realizacdo de trés medidas e a adoc¢do do valor médio
das mesmas!'?. Os individuos ndo realizaram nenhum tipo de atividade
fisica durante o perfodo (24 horas) que antecedeu o experimento. Os
sujeitos também nao ingeriram cafeina ou dlcool antes do experimento.
A frequéncia cardiaca foi mensurada continuamente por meio de um
frequencimetro modelo Polar Vantage NV© (Polar®, Finlandia).

Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio de ANOVA (de dois ca-
minhos, tempo x suplementacao). O nivel de significancia adotado foi
de p < 0,05. A estatistica foi realizada por meio do programa SPSS 10.0
for Windows (SPSS®, EUA). Os resultados estdo expressos como média
+ desvio padrao.

RESULTADOS

A concentracao plasmatica de NO ndo aumentou apds 0 consumo
do SP (pré-suplementacao SP: 24h - 18,2 + 2,5 e imediatamente antes
- 18,1 £4,5; pds-suplementagdo SP: 30min - 189+ 4,4 e 60 min-20,3 +
4,9umol.L") (tabela 1). Ao comparar as condigoes experimentais, nas quais
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foram administrados o PLA e o SP. também néo foram detectadas diferen-
cas significativas na concentragao plasmatica de NO (pré-suplementacao
PLA: 24h 18,8 + 2,7 e imediatamente antes — 17,6 + 3,2; pds-suplementa-
c&o PLA:30min-19,3+4,7 e 60 min—21,3 + 6,5umol.L") (tabela 1).

Tabela 1. Concentracéo plasmatica de NO (umol.L") pré-suplementacao (24 horas e
imediatamente antes) e pds-suplementacao (30 e 60 minutos) com placebo (PLA) e
com suplemento proteico (SP) em individuos saudaveis

Pré Pés
NO (umol.L")
24 0 30 60
PLA(n=12) 188 2,7 176 +£32 193 +4,7 213+6,5
SP(n=12) 182+ 25 18,1 +45 189+ 44 203 +49

Valores expressos em média + desvio padrao.

A pressdo arterial média, a presséo arterial sistélica, a presséo ar-
terial diastolica (tabelas 2, 3 e 4) e a frequéncia cardiaca (tabela 5)
ndo sofreram alteracdo em relacdo aos valores aferidos, previamen-
te, a suplementacdo proteica. Também nao foi evidenciada diferenca
nesses parametros em relacao a situacédo na qual foi consumida a
substancia PLA.

Tabela 2. Pressédo arterial sistolica (PAS) (mmHg) pré-suplementacdo (24 horas e
imediatamente antes) e pds-suplementacao (30 e 60 minutos) com placebo (PLA) e
com suplemento proteico (SP) em individuos sauddveis

Pré Pos
PAS (mmHg)
24 0 30 60
PLA (n=12) 1135+64 1145+ 48 1160 + 4,7 1132+6,2
SP(n=12) 1140+ 5,7 1147 +4,3 1155+ 4,6 111,7+56

Valores expressos em média + desvio padréo.

Tabela 3. Pressao arterial diastélica (PAD) (mmHg) pré-suplementacdo (24 horas e
imediatamente antes) e pds-suplementacao (30 e 60 minutos) com placebo (PLA) e
com suplemento proteico (SP) em individuos saudaveis

PAD Pré Pés
(mmHg) 24 0 30 60
PLA(N=12) | 798+06 795 +09 797 £08 802 + 6,1
SP (n =12) 80,7 +12 800+10 798 + 06 802+36

Valores expressos em média + desvio padrdo.

Tabela 4. Pressao arterial média (PAM) (mmHg) pré-suplementacéo (24 horas e ime-
diatamente antes) e pos-suplementacdo (30 e 60 minutos) com placebo (PLA) e com
suplemento proteico (SP) em individuos saudaveis

PAM Pré Pds
(mmHg) 24 0 30 60
PLA(M=12) | 91,1 £22 91218 91817 91242
SP(n=12) | 91,8+20 916+18 91719 907 +36

Valores expressos em média + desvio padrao.

Tabela 5. Frequéncia cardiaca (bpm) pré-suplementacao (24 horas e imediatamente
antes) e pds-suplementacao (30 e 60 minutos) com placebo (PLA) e com suplemento
proteico (SP) em individuos sauddveis

Pré Pds
FC (bpm)
24 0 30 60
PLA(n=12) 715+6.22 703 +49 699 +39 69,0 + 3,7
SP(n=12) 721 £58 705 +46 710+17 682+ 15

Valores expressos em média + desvio padrao.
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DISCUSSAO

O principal achado do presente trabalho foi que o suplemento
avaliado ndo promoveu alteracdo na concentracdo plasmatica de NO,
em individuos adultos saudaveis, na situacdo de repouso. O compor-
tamento da presséo arterial (média, sistélica e diastolica), parametro,
potencialmente, afetado pela resposta de vasodilatacao, também nao
foi alterado. Obviamente, os métodos utilizados na presente investiga-
¢do ndo permitem descartar, totalmente, o fato de que a vasodilatacéo
tenha sido contrabalancada por algum mecanismo fisioldgico (ex.: acao
do sistema simpatico).

O NO é um potente vasodilatador que tem despertado o interes-
se dos pesquisadores que investigam os efeitos cardioprotetores do
exercicio'®. E importante ressaltar que os estudos que demonstraram
aumento na concentracdo de NO, em funcao da utilizacao de precur-
sores, tanto em animais quanto em seres humanos, foram conduzidos
em condicoes patoldgicas, como doencas cardiovasculares ou fatores
de risco para as mesmas''''?. Entretanto, esses resultados, na maioria
das vezes, ndo séo reproduzidos em individuos saudaveis sem com-
prometimento endotelial”?.

Portanto, apesar da popularidade mundial de suplementos “precur-
sores”de NO, a coletdnea de dados cientificos disponiveis na literatura
ndo permite definir as reais implicacdes desse tipo de suplementacao
dietética sobre as respostas cronicas do treinamento fisico. Outro fato
a ser destacado é que esses poucos resultados obtidos se referem ao
exercicio de endurance!'®, e ndo ao exercicio de forca, como modelo
para verificacdo do efeito do NO sobre a vasodilatagao.

Atualmente, ndo existem trabalhos publicados comprovando a
importancia da vasodilatacdo para o ganho de for¢a ou hipertrofia
decorrentes do treinamento de forca. Tipton et al’”, por exemplo,
demonstraram apenas que o aumento da sintese proteica apds o
exercicio poderia estar relacionado com o maior do fluxo sanguineo
para a musculatura exercitada, apos a sessdo de treino. Porém, neste
estudo néo foi feita nenhuma avaliacao ou inferéncia da participacao
da sintese enddgena NO na resposta de vasodilatagao.

Recentemente, um trabalho de nosso grupo demonstrou significa-
tiva resposta de hipertrofia do musculo esquelético, apés a utilizacao
de um modelo experimental de sobrecarga mecénica em ratos('®.
Nesse trabalho, foi mensurada a expressao de duas isoformas (neuro-
nal e induzida) da éxido nitrico sintase (NOS) no musculo esquelético.
Ambas as isoformas apresentaram aumento de expressao da NOS apos
0 modelo de sobrecarga mecanica™®. O NO também é um potente
estimulador das células-satélite*?%. Consequentemente, além da hi-
pétese da supercirculacdo, outro provavel efeito da estimulacdo da
sintese de NO sobre o processo de hipertrofia poderia ser modulado
pela ativacdo das células-satélite.

Em funcao da total auséncia de dados a respeito, o objetivo deste
trabalho foi investigar o efeito de um suplemento nutricional comer-
cializado com intuito de estimular a sintese endégena de NO. Ainda
que alguns estudos demonstrem que producdo enddgena de NO
pode ser estimulada por suplementos nutricionais, existe a necessidade
fundamental de provar que a referida substancia vasoativa esta, de
alguma forma, envolvida com as adaptagdes cronicas ao treinamento
de forca em individuos saudéaveis.

Infelizmente, ndo existem na literatura dados que possam ser
comparados com os achados da presente investigacdo. A auséncia
de outros estudos sobre o uso de suplementos nutricionais, a base
de proteinas ou aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), a fim de
estimular a producédo de NO, € justificada pelo fato de que o precursor
do NO é a L-arginina, e ndo os BCAAM21,

A arginina (dcido 2-amino-5-guanidino-pentanoico) é um amino-
acido condicionalmente essencial®, envolvido em vérios processos
metabdlicos, como a sintese de creatina e ornitina. As principais fontes
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de arginina sdo constituidas pela dieta, pela sintese enddgena e pelo
turnover de outras proteinas. Cerca de 40% do pool de arginina pro-
veniente da dieta é degradado no préprio intentino, antes de alcancar
a circulacao®. No jejum, a maior parte (85%) da arginina circulante ¢
proveniente do turnover proteico e o restante é originada da sintese
enddgena que ocorre no intestino e no rim@?,

A administragao de arginina visa aumentar a producdo de NO.
Existem diversas técnicas utilizadas para aumentar a disponibilidade
desse aminoéacido, destacando-se a intra-arterial, a intravenosa e a
suplementacao oral. A concentragao plasmatica de arginina é de apro-
ximadamente 100umol.L". Passados 30 minutos, apds da infusdo de 30g
de arginina, foi observado que sua concentracdo no plasma aumentou
para aproximadamente 7.000umol.L"%¥. Diversos estudos avaliaram
o efeito da infusdo de arginina em pacientes apresentando doengas
cardiovasculares®, hipercolesteronemia®?, hipertensao®”, diabetes®?®
e comprometimentos vasculares periféricos<29), e, em todas as circuns-
tancias, a infusdo de arginina aumentou a producao/funcéo do NO.

Outra estratégia de administracdo, com menor eficiéncia, é reali-
zada por via oral. Devido ao fato do significativo catabolismo realizado
no enterdcito, a ingestao de arginina pode nao ser a melhor opcdo. A
biodisponibilidade da arginina suplementada por via oral varia de 21 a
67%112339_ Atualmente, diversos suplementos nutricionais a base de ar-
ginina sdo comercializados com intuito de melhorar a funcéo endotelial.
Entretanto, conforme ja enfatizado, poucos estudos avaliaram a eficiéncia
deses produtos em associagdo com o treinamento fisico. Mais especifica-
mente, com relacdo a suplementacéo de arginina em associagdo com o
treinamento de forga, ndo existem estudos até o presente momento.
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de preservar a massa magra em decorréncia da suplementacao com
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