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RESUMO 1 
 2 

O jejum intermitente é uma estratégia alternativa que poderia promover efeitos similares a 3 

restrição calórica linear. No entanto, ingestão inadequada de proteína e longos períodos de 4 

jejum poderiam reduzir o tecido muscular. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar o 5 

efeito agudo do exercício de força associado ao consumo de proteína do soro do leite durante 6 

jejum intermitente (12hs) na ativação de alvos intracelulares de síntese protéica. Ratos 7 

(n=48) wistar foram divididos em 8 grupos divididos em repouso e exercitados. Os animais 8 

exercitados foram submetidos ao exercício agudo em modelo de levantamento de peso. Foi 9 

investigado o efeito do consumo concomitante de proteína do soro do leite antes de 12 horas 10 

de jejum. A expressão de 4EBP1, 4EBP1 fosforilada e proteínas de estresse térmico (HSP70 11 

e HSP90) foram analisadas por imunoblotting. O consumo de proteínas do soro do leite e/ou 12 

exercício de força antes do período de jejum aumenta a expressão de fosfo-4EBP1 na mesma 13 

extensão no músculo sóleo e a 4EBP1 total aumentou significativamente com o consumo de 14 

proteína do soro do leite. O jejum intermintente induz um aumento de 4EBP1 fosforilada no 15 

diafragma e apresenta um efeito importante na expressão muscular de HSP70. No entanto, 16 

não houve alterações significativas na expressão de HSP90 no sóleo. A associação do 17 

consumo de proteína e exercício de força antes de 12 horas de jejum aumenta 18 

significativamente a expressão de HSP70 e HSP90 no diafragma. Concluimos que o 19 

exercício de força e o consumo de proteína do soro do leite podem aumentar a ativação de 20 

alvos intracelulares de síntese proteica durante protocolo agudo de jejum, essas adaptações 21 

a longo prazo poderiam melhorar a manutenção do tecido muscular.  22 

Palavras-chaves: Jejum intermitente. Manutenção muscular. Síntese proteica. Exercício 23 

físico.  24 

 25 

 26 

 27 

 28 
 29 

 30 
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ABSTRACT 1 
 2 

Intermittent fasting is an alternative strategy that could promote effects similar to continuous 3 

dietary restriction. However, inadequate feed of daily protein and fasting can be linked to 4 

reduction fat-free mass. Thus, the aim of this study was analyse the acute effect of strength 5 

exercise associated with whey protein consumption during acute intermittent fasting (12hs) 6 

in intracellular targets of protein synthesis. Male wistar rats (n=48) were divided in rest and 7 

exercised in 8 groups. The exercised were submitted to acute strength exercise in a weight-8 

lifting model. Concomintat comsuption of whey protein or water control before 12 hours of 9 

intermittent fasting was investigated. The expression of 4EBP1, phospo-4EBP1 and heat 10 

shock proteins (HSP70 and HSP90) was analyzed by imunoblotting. Consumption of whey 11 

proteins and/or strength exercise before fasting period increases phospho-4EBP1 expression 12 

in the same extent in the soleus muscle and overall 4EBP1 was increased with comsuption 13 

of whey protein. Fasting induces an increase of phospho-4EBP1 in the diaphragm and was 14 

an important effect on muscle HSP70 expression. However, there were no significant 15 

changes in the expression of HSP90 in the soleus. The association of protein consumption 16 

and and strength exercise before fasting period increases the expression of HSP70 and 17 

HSP90 in diaphragm. We conclude that exercise and whey protein consusumption can 18 

increase the activation of intracellular targets of protein synthesis during acute fasting 19 

protocol, these long-term adaptations could improve the maintenance of muscle tissue. 20 

Key-words: Intermittent fasting. Muscle maintenance. Protein synthesis. Physical exercise.  21 
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1 INTRODUÇÃO 1 

 2 
 3 
 4 

O genótipo humano evoluiu de 600000 a.C. para 25000 a.C quando os humanos ainda 5 

eram caçadores. Neste contexto, as oscilações de disponibilidade de alimentos modularam 6 

genes responsáveis pelo metabolismo energético e aumento de estoque de gordura, dada a 7 

necessidade evolutiva destas adaptações (Zimmet e Thomas, 2003).  8 

Atualmente a produção, industrialização e distribuição de alimentos em grande 9 

escala os tornam de fácil acesso e o cenário tecnológico limita a atividade física diária, um 10 

ambiente diferente do qual o genótipo humano foi adaptado. Estas condições podem ser uma 11 

das causas das epidemias de distúrbios metabólicos como obesidade, doenças crônicas entre 12 

outras (Ridker, 2002; Zimmet e Thomas, 2003; Halberg et al., 2005). 13 

Restrição calórica é umas das estratégias nutricionais mais utilizadas para perda de 14 

peso e controlar distúrbios metabólicos como obesidade e dislipidemias (Omodei e Fontana, 15 

2011). A restrição calórica linear consiste em reduzir a ingestão energética diária em 20-16 

50% (Omodei e Fontana, 2011). Entretando, a restrição calórica intermitente tem sido 17 

proposta como método alternativo.  A restrição calórica intermitente (jejum intermitente) 18 

também tem apresentado resultados positivos no controle de distúrbios metabólicos (Anson 19 

et al., 2003). O jejum intermitente consiste em limitar a ingestão de alimentos por ciclos de 20 

períodos de jejum (Ahmet et al., 2011; Cerqueira et al., 2011). 21 

Entretanto, longos períodos de jejum e ingestão inadequada de nutrientes, 22 

principalmente proteínas podem levar a uma redução da massa muscular (Andrews, 23 

MacLean e Riechman, 2006). Isto é um dos principais desafios para a perda de peso dada a 24 

influência da massa muscular no metabolismo (Atlantis et al., 2009).  25 

A manutenção da massa muscular depende do equilíbrio entre síntese proteica (SP) 26 

e degradação proteica (DP). Cascatas moleculares desempenham um papel central na 27 

regulação da síntese proteica, principalmente a alvo de rapamicina em mamíferos (do inglês 28 

mammalian target of rapamycin, mTOR). Fator de iniciação da tradução eucariótica 4E 29 

proteína de ligação 1 (do inglês eukaryotic translation initiation fator 4E binding protein 1 30 

(4EBP1), uma proteína final da cascata mTOR tem sido descrita como uma proteína 31 

representativa da ativação da cascata (Morley, Coldwell e Clemens, 2005; Proud et al., 32 
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2007).  Ativação aguda da via mTOR apresenta correlação com aumento da massa muscular 1 

(Terzis et al., 2008). 2 

De fato, fosforilação da 4EBP1 foi significativamente menor em indivíduos 3 

destreinados durante jejum (Bak et al., 2016) indicando uma perda na síntese proteica. 4 

Entretanto, Moro et al., (2016) demonstrou que exercício de força associado ao jejum 5 

intermitente pode diminuir o tecido adiposo e manter a massa muscular em indivíduos 6 

treinados. Jejum intermintente não afeta o ganho de massa muscular e a performance 7 

esportiva em jovens adultos (Tinsley et al., 2016).  8 

Exercício de força é um potente estímulo para o aumento da massa muscular 9 

(Wernnnborn, Augustsson e Thomee, 2007).  Há um considerável corpo de evidências de 10 

que a ingestão de proteínas de alta qualidade associado ao exercício de força aumente as 11 

respostas adaptativas (Cermak et al., 2012) em especial as proteínas do soro do leite (do 12 

inglês whey protein, WP) (Lollo, Amaya-Farfan e Carvalho-Silva, 2011; Miller, Alexander 13 

e Perez, 2014).  14 

Consumo de WP influencia significativamente a síntese proteica pois são proteínas 15 

com alta qualidade nutricional e uma rápida cinética de absorção, fornecendo um rápido 16 

aumento de aminoácidos e peptídeos no plasma (Morato et al., 2013). Uma metanálise 17 

demonstrou um aumento significativo na massa muscular entre os estudos que realizaram 18 

exercício de força concomitante a ingestão de WP (Miller, Alexander e Perez, 2014).  Assim, 19 

exercício de força e WP são estímulos para a síntese proteica e são ambos reguladores da 20 

massa muscular via ativação da via mTOR.  21 

Desde modo, devido a: 1) aumento de evidência do uso de jejum intermitente como 22 

intervenção para perda de peso e 2) evidências de que exercício de força e consumo de WP 23 

são estratégias efetivas para manutenção/aumento da massa muscular, o objetivo deste 24 

estudo foi analisar o efeito agudo do exercício de força associado ao consumo de proteína 25 

do soro do leite durante jejum intermitente na ativação de alvos intracelulares de síntese 26 

protéica. Hipotetizamos que o exercício de força associado ao consumo de WP poderia levar 27 

a mudanças intracelulares agudas favorecendo a síntese protéica durante o jejum 28 

intermitente. 29 

 30 

 31 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 1 

 2 
 3 
2.1 Restrição calórica 4 

 5 
Restrição calórica é uma intervenção efetiva para perda de peso (Omodei e Fontana, 6 

2011). Modelos animais de restrição calórica têm demonstrado efeitos promissores no 7 

aumento da longevidade (Panowski et al., 2007; Fontana, Partridge e Longo 2010; Longo e 8 

Mattson, 2014), redução do risco de aterosclerosis, doenças metabólicas e função cognitiva 9 

(Anson et al., 2003; Duan et al., 2003; Wan, Camandola e Mattson, 2003; Panowski et al., 10 

2007; Vasconcelos et al., 2014). 11 

Modelos experimentais em primatas não humanos têm demonstrado que a restrição 12 

calórica traz benefícios a saúde (Ingram et al., 1990; Kemnitz et al., 1993). Kemnitz et al. 13 

(1993) após um ano de restrição calórica de 30% diariamente demonstrou menor percentual 14 

de gordura enquanto não houve diferença significativa na massa muscular.  15 

Há dois tipos de restrição calórica (figura 1). A restrição calórica linear pode ser 16 

definida como uma redução da ingestão calórica abaixo do ad libitum1, sem desnutrição 17 

(Roth, Ingram e Lane, 2001; Bordone e Guarente, 2005) e a restrição calórica intermitente 18 

(neste trabalho descrita como jejum intermitente) que consiste em um padrão de alimentação 19 

que envolve ciclos de jejum e alimentação (Ahmet et al., 2011; Cerqueira et al., 2011).  20 

O jejum intermintente é uma alternativa promissora a restrição calórica linear por ter 21 

uma melhor aderência e resultados similares (Varady, 2011; Anastasiou et al., 2015). Esses 22 

efeitos são importantes frente ao aumento epidemiológico de obesidade (Ng et al., 2014). 23 

Além da perda de peso, o jejum intermintente tem demonstrado efeitos benéficos em 24 

modelos animais com câncer, doenças cardiovasculares, diabetes, doenças 25 

neurodegenerativas e longevidade (Longo e Mattson, 2014). 26 

 27 

                                                           
1 Expressão latina que significa “à vontade”/”sem restrições” 
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 1 

Figura 1 - Tipos e definições de restrição calórica. 2 

 3 
Fonte: O autor (2017) 4 

 5 

2.2 Jejum intermitente 6 
 7 

O jejum intermitente tem recebido atenção da comunidade científica devido ao fato 8 

de que modelos animais e humanos tem demonstrado potencial para redução do tecido 9 

adiposo (Varady, 2011), redução dos níveis de glicemia e insulina no plasma (Anson et al., 10 

2003) melhora do perfil lipídico (Bhutani et al., 2013) entre outros. O padrão alimentar da 11 

sociedade moderna (3 refeições mais lanches todos os dias) é anormal do ponto de vista 12 

evolutivo e parece que a restauração do padrão “natural” (ciclos de jejum/alimentação) pode 13 

ser responsável pelos benefícios descritos (Tillotson, 2004). 14 

Diferente do homem moderno, o padrão alimentar da maioria dos mamíferos é 15 

caracterizado por uma ingestão energética intermitente. Animais selvagens podem conseguir 16 

alimentos esporadicamente (Gervasi et al., 2012; Metz et al., 2012) e dependem 17 

exclusivamente da disponibilidade de comida (Cordain et al., 2002; Strohle, Hahn e 18 

Sebastian, 2010; Gervasi et al., 2012). A habilidade de funcionar perfeitamente, física e 19 

mentalmente, durante longos períodos de privação alimentar possui grande influência para 20 

história evolutiva humana (Raichlen e Gordon, 2011).  21 

Jejum intermitente em modelo experimental com camundongos submetidos a uma 22 

dieta high fat não afetou a quantidade calórica total ingerida, mas restabeleceu o ritmo 23 

circadiano normal de atividade de vias metabólicas e preveniu o ganho de peso, o acúmulo 24 
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de gordura, inflamação, resistência a insulina e perda de capacidade física e coordenação 1 

motora (Chaix et al., 2014).  2 

Um interessante modelo de jejum intermitente em humanos é o Ramadan. O 3 

Ramadan é um dos pilares do islamismo e ocorre no nono mês do calendário lunar islâmico. 4 

Durante este período adultos saudáveis se abstêm de comer e beber durante o dia (do 5 

amanhecer ao entardecer) que resulta em aproximadamente 12 horas de jejum diário por 6 

aproximadamente 30 dias (Fenneni et al., 2014). Entretanto a duração do jejum varia 7 

consideravelmente dependendo da localização geográfica e a estação do ano, podendo variar 8 

de 10 a 18 horas de jejum (Chtourou et al., 2011; Burke e king, 2012; Trabelsi et al., 2013; 9 

Damit et al., 2015).  10 

Essa caraterística faz do Ramadan um modelo natural de estudo dos efeitos do jejum 11 

intermitente em humanos. Aksungar et al., (2005) verificou que durante o Ramadan, 12 

indivíduos saudáveis apresentaram aumento nos níveis de HDL e diminuição da proporção 13 

colesterol total/HDL, assim como melhora no perfil de coagulação sanguínea, que poderia 14 

ter importantes contribuições para o risco de doenças cardiovasculares. Há também uma 15 

melhora no perfil inflamatório durante o Ramadan (Aksungar et al., 2007).  16 

De fato, ensaios clínicos que utilizaram ciclos de jejum de 12 horas diárias 17 

apresentam consistentes reduções no peso corporal (Nematy et al., 2012; LeCheminant et 18 

al., 2013) o que torna este período de jejum diário relavante em estudos científicos. 19 

Entretanto há diversos protocolos de jejum intermitente, os protocolos citados pelos estudos 20 

desta revisão estão sumarizados na quadro 1. 21 

Deste modo, o jejum intermitente tem demonstrado benefícios na redução de peso e 22 

uma aderência superior a outros protocolos e poderia consistir em uma alternativa eficaz a 23 

restrição calórica linear.  24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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Quadro 1 – Protocolos de jejum intermitente  1 

Tipo de jejum Protocolo Referências 
Dia alternado de jejum    

1 dia de jejum alternado por 1 
dia de alimentação ad libitum 

Sakamoto e Grunewald, 1987; Wan, Camandola e Mattson, 2003; Johnson et 
al., 2007; Varady et al., 2007; Leiper et al., 2008; Varady et al., 2009; 
Cerqueira et al., 2011; Klempel e Kroeger, 2013; Buthani et al., 2013; 
Varady et al., 2013; Vasconcelos et al., 2014; Gotthardt et al., 2016; 

Jejum a cada dois dias    
20-24horas de jejum a cada dois 
dias de alimentação ad libitum 

Halberg et al., 2005 

   
5:2    

2 dias de jejum durante a semana Harvie et al., 2011; Harvie et al., 2013; 
   

Ramadan    
Jejum do amanhecer ao 

entardecer (~12-18h de jejum) 
Ramadan, 2002; Gueye et al., 2003; Faye et al., 2004; Mesbahzadeh et al., 
2005; Karli et al., 2007; Reilly e Waterhouse, 2007; Kirkendall et al., 2008; 

Shirreffs et al., 2008; Stannard e thompson, 2008; Zerguni et al., 2008; 
Chaouachi et al., 2008; Chaouachi et al., 2009; Mujika et al., 2010; 

Chtourou et al., 2011; Ho-heng et al., 2011; Memari et al., 2011; Trabelsi et 
al., 2011; Chaouachi et al., 2012; Nematy et al., 2012;  Aloui et al., 2013; 
Trabelsi et al., 2013; Fenneni et al., 2014; Damit et al., 2015; Cherif et al., 

2016; 
Alimentação com restrição de tempo 

 
 

8h de acesso a alimentação Moro et al., 2016  
9h de acesso a alimentação Chaix et al., 2014  

12h de acesso a alimentação Fergunson et al., 2009; Izumida et al., 2013; LeCheminant et al., 2013; 
Chaix et al., 2014 

2 
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2.2.1 Jejum intermitente e síndrome metabólica 1 
 2 

Jejum intermitente reduz tecido adiposo simultaneamente a uma maior retenção de 3 

massa muscular em modelos animais e humanos (Varady et al., 2007; Gotthardt et al., 2016). 4 

A proporção massa muscular/tecido adiposo é normalmente maior em animais submetidos 5 

ao jejum intermitente quando comparado a restrição calórica linear de 30-40% (Gotthardt et 6 

al., 2016).  7 

Anson et al. (2003) reportou que camundongos submetidos a jejum intermitente 8 

manteram o peso corporal similar aos animais alimentados ad libitum, entretanto 9 

apresentaram significativa melhora no metabolismo de glicose e mobilização de ácidos 10 

graxos, interessantemente essas melhoras foram superiores as observadas em animais 11 

submetidos a restrição calórica linear de 40%.  12 

Tem sido demonstrado consistentes benefícios do jejum intermitente em relação a 13 

perda de peso, tecido adiposo, perfil lipídico e metabolismo de glicose (Tinsley e La Bounty, 14 

2015; Seimon et al., 2015).  15 

Varady et al. (2013) conduziu um estudo com indivíduos com peso normal e com 16 

sobrepeso por 12 semanas, randomizado em jejum ou controle. Foi reportado significativa 17 

redução de peso (6.5 ± 1.0%) em relação ao grupo controle. Houve redução de 3.6 ± 0.7 kg 18 

no tecido adiposo sem alteração significativa na massa muscular.  19 

Uma revisão sistemática concluiu que o jejum intermitente é um método efetivo para 20 

perda de peso (Seimon et al., 2015). A perda mínima de peso foi 2.1 kg após 3 semanas e a 21 

máxima foi 16.6 kg após 20 semanas, em média a perda de peso consistiu em 3-5 kg após 22 

aproximadamente 10 semanas de jejum intermitente. Além do peso corporal, há uma 23 

diminuição do índice de massa coporal (IMC), diminuição da circunferência abdominal e 24 

tecido adiposo. Entretanto, dos 17 estudos inclusos na revisão sistemática que mensuraram 25 

a massa muscular, 8 reportaram nenhuma alteração e 9 reportaram uma diminuição (Seimon 26 

et al., 2015). Portanto, estratégias que aumentem a manutenção da massa muscular durante 27 

intervenções para perda de peso são de interesse dada a importância da massa muscular no 28 

metabolismo energético (Atlantis et al., 2009). 29 

Os mecanimos pelos quais o jejum intermitente pode induzir benefícios na 30 

composição corporal e metabólicos são provavelmente complexo e envolvem inúmeras vias. 31 

Quando um indivíduo altera o padrão alimentar para jejum intermitente fisiologicamente 32 

exibe uma robusta alteração no metabolismo energético caracterizado pelo aumento da 33 
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sensibilidade a insulina, diminuição dos níveis de leptina e insulina, maior mobilização de 1 

ácidos graxos e aumento da produção de corpos cetônicos (Johnson et al., 2007; Harvie et 2 

al., 2011; Klempel et al., 2013; Varady et al., 2013). Modelos animais e humanos têm 3 

demonstrado maior sensibilidade a insulina após jejum intermitente (Anson et al., 2003; 4 

Harvie et al., 2011; Harvie et al., 2013). Pela depleção dos estoques de glicogênio hepático 5 

e muscular, o jejum aumenta as taxas de lipólise (Cahill, 2006; Izumida et al., 2013). 6 

Entretanto, o jejum intermintente aumenta as taxas de ácidos graxos livres circulantes 7 

(Clayton et al., 2016). Aumento nos níveis séricos de ácidos graxos livres desempenham um 8 

papel patogênico na resistência a insulina, no desenvolvimento de doenças cardíacas e 9 

doenças metabólicas como diabetes mellitus não-insulino-dependente (Salter, 2013; Perry et 10 

al., 2014; Turner et al., 2014).  11 

O aumento da circulação de ácidos graxos é associado a uma maior produção de 12 

corpos cetônicos (Colleone et al., 2002). O excesso de produção pode resultar em 13 

cetoacidose metabólica (Kellum, Song e Venkataraman, 2004). Cetoacidose metabólica é 14 

inversamente relacionada ao nível de função renal (Kraut e Kurtz, 2005) e função cardíaca, 15 

podendo levar a arritmias graves e resistência vascular periférica (Kraut e Madias, 2010) 16 

 Deste modo, a gama de evidências terapêutica disponível sobre jejum intermitente 17 

necessita de uma análise cautelosa sobre a sua eficiência a longo prazo e sobre as alterações 18 

metabólicas adversas decorrentes da alteração do metabolismo energético.  19 

 20 

2.2.2 Jejum intermitente e resistência celular 21 
 22 

Jejum intermitente pode aumentar a resistência celular contra danos citotóxicos via 23 

aumento das vias de proteção celular (Mattson, 2008). Estas vias incluem o aumento da 24 

expressão de quinases e deacetilases, incluindo sirtuinas, proteínas chaperones que 25 

coordenam o enovelamente, síntese, desagregação e degradação proteica (Hartl, Bracher e 26 

Hayer-Hartl, 2011), aumento de enzimas antioxidantes e autofagia (Mattson, 2008). 27 

Em ratos, jejum intermitente tem se mostrado efetivo em reduzir dano tecidual no 28 

cérebro e coração em relação a animais alimentados ad libitum (Mattson, 2014) com efeito 29 

neuroprotetor superior a restrição calórica linear (Anson et al., 2003). 30 

Paradoxalmente, é necessário a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 31 

para a indução do sistema de proteção celular, que aumenta a expressão de sistemas 32 

antioxidades e pode minimizar os efeitos crônicos do estresse oxidativo (Ristow, 2014). 33 
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Anson et al. (2003) demonstrou que as alterações histopatológicas no cérebro induzida por 1 

kainate (exotoxinas) foi minimizado em animais submetidos a jejum intermitente. Estes 2 

achados foram reproduzidos em outros estudos (Wan, Camandola e Mattson, 2003). 3 

O jejum intermitente possui efeito cardioprotetor (Ahmet et al., 2005). Curiosamente 4 

o efeito protetor é similar ao verificado após indução de proteínas de estresse térmico (do 5 

inglês, heat shock proteins - HSPs) (Rinaldi et al., 2006; Staib et al., 2007). Após 3 meses 6 

de jejum intermitente os animais foram submetidos a um modelo experimental de infarto do 7 

miocárdio e os animais submetidos ao jejum demonstraram menor massa ventricular 8 

esquerda e menores alterações teciduais em relação ao grupo controle (ad libitum). Os 9 

autores concluíram que o jejum intermitente por si induz um pré condicionamento isquêmico 10 

e pode proteger células do miocárdio contra dano isquêmico, devido ao fato de que 23 horas 11 

após a cirurgia os animais em jejum demonstraram significativamente menores graus de 12 

apoptose celular e infiltração de neutrófilos que o grupo controle. 13 

Até o momento nenhum estudo abordou as alterações na expressão de HSPs no tecido 14 

muscular decorrente do jejum intermitente. Dado o seu papel como sistema de defesa 15 

molecular e ser responsivo a diversos tipos de estresses, como hipertermia (Staib et al., 2007) 16 

e exercício físico (Rinaldi et al., 2006; Lollo et al., 2013) nós hipotetizamos que o jejum 17 

intermitente associado ao exercício físico poderia induzir um aumento da expressão dessas 18 

proteínas no tecido muscular, entretanto estudos experimentais devem ser conduzidos para 19 

confirmar esta hipótese. 20 

 21 

2.2.3 Jejum intermitente e exercício físico  22 
 23 

Jejum intermitente pode influenciar a perfomance física e cognitiva e tem sido um 24 

desafio em estudos relacionados ao esporte (Chaouachi et al., 2012; Tian et al., 2011; Reilly 25 

e Waterhouse, 2007). Entretanto, essa influência parece ser dependente do tipo de atividade 26 

solicitada, a duração do jejum e o período do dia em que são feitas as avaliações (Trabelsi et 27 

al., 2011). 28 

Ingestão de nutrientes e água próximos a atividade física tem importantes 29 

implicações na performance (Aloui et al., 2008). A ausência de ambos pode alterar a resposta 30 

fisiológica ao exercício e ter efeitos negativos na performance esportiva (Shirreffs e 31 

Maughan, 2008). De fato, jejum intermitente diminui a performance esportiva em sprints2 32 

                                                           
2  Corrida de velocidade de curta distância 
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(Cherif et al., 2016). Em pilotos durante o Ramadan houve redução da performance muscular 1 

e tolerância ortostática (Bigard et al., 1998; Boussif et al., 1996). Entretanto, outros estudos 2 

não observaram nenhum efeito negativo na performance esportiva durante jejum (Gueye et 3 

al., 2003; Ferguson et al., 2009). 4 

De acordo com o Comitê Olímpico Internacional o jejum de curta duração não possui 5 

efeito negativo para saúde e performance dos atletas (Maughan et al., 2012). Em atletas de 6 

judô mantendo alta carga de atividade física durante jejum intermitente houve uma mínima 7 

alteração nos testes máximos aeróbicos e anaeróbicos, apesar de 1,8% de redução da massa 8 

corporal (Chaouachi et al., 2009). Entretanto, prolongado período de jejum aumenta o risco 9 

de déficit calórico, falta de nutrientes específicos assim como distúrbios eletrolíticos, estas 10 

alterações podem ser prejudiciais associadas ao exercício físico (Maughan et al., 2012). 11 

Fisiologicamente durante o jejum o metabolismo regula os níveis de glicemia por 12 

gliconeogeneses hepática e renal, metabolizando lactato, gliceróis e aminoácidos (Ramadan, 13 

2002; Mujika, Chaouachi e Chamari, 2010). Isso leva a um estado de maior circulação de 14 

hormônios catabólicos (Ben et al., 2002; Ghiravani e Mehrjoofard, 2005) e uma 15 

predominância da degradação proteica (Terzis et al., 2008) e possivelmente uma perda 16 

progressiva de massa muscular (Bouhlel et al., 2006; Bouhlel et al., 2008).  17 

Atletas masculinos de vários esportes perderam 0.31 kg de massa muscular e 0.11 kg 18 

de tecido adiposo durante o Ramadan (Shaygan, 2011), em mulheres atletas de Taekwondo 19 

a perda foi de 1.6 kg de massa corporal3 durante o período de jejum (Memari et al., 2011). 20 

Entretanto, Faye et al. (2005) e Bouhlel et al., (2006) não verificaram alteração na massa 21 

corporal durante jejum intermitente.  22 

Atletas mantém a ingestão calórica diária durante jejum intermitente (Chaouachi et 23 

al., 2008; Zerguini et al., 2008). Atletas necessitam de uma quantidade maior de proteínas 24 

quando comparados a população geral, estudos sugerem uma quantidade de 1.4 g/kg para 25 

atletas de endurance e 1.6-1.8 g/kg para atletas de força (Tarnopolsky, 2004). Possivelmente 26 

quando a ingesta proteica diária é adequada há manutenção da massa muscular. Stannard e 27 

Thompson (2008) reportaram uma redução de 1.2 kg na massa corporal, mas nenhuma 28 

alteração na massa muscular durante o Ramadan.  29 

Os níveis de atividade física podem ser mantidos durante jejum intermitente (Karli 30 

et al., 2007; Leiper et al., 2008; Chaouachi et al., 2008; Kirkendall et al., 2008). 31 

                                                           
3 Sem discriminação entre massa muscular e tecido adiposo 
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Interessantemente em modelos animais a combinação de jejum intermitente e exercício 1 

resultou em uma maior manutenção da massa muscular do que o jejum ou exercício 2 

isoladamente (Sakamoto e Grunewald, 1987).  3 

Há uma maior perda de peso quando associado jejum intermintente e exercício físico 4 

(Bhutani et al., 2013). Adicionalmente tem sido proposto que a combinação com exercício 5 

pode reduzir a hiperfagia emocional quando comparado com jejum ou exercício apenas 6 

(Bhutani et al., 2013). Desde modo, o exercício poderia auxiliar a perda de peso e a 7 

manutenção da massa muscular durante jejum intermintente.  8 

 9 

2.3 Exercício de força 10 
 11 

O exercício de força tornou-se uma das formas mais populares para melhorar aptidão 12 

física e condicionamento de atletas. O termo é utilizado para descrever um exercício onde é 13 

exigido que a musculatura produza movimento (ou tente) em oposição a uma força, 14 

geralmente exercida por pesos ou algum equipamento (Fleck, 2006) e tem sido descrito 15 

como efetivo na melhora da composição corporal e preservação de massa muscular (Mitchell 16 

et al., 2013). Sendo um importante estímulo para o crescimento e modelamento muscular 17 

(Bassel-Duby e Olson, 2006; Potthoff et al., 2007). 18 

Exercício de força é um importante estímulo para o anabolismo muscular (McGlory, 19 

Devries e Phillips, 2016). O aumento da massa muscular ocorre pela estimulação da síntese 20 

proteica induzida pelo exercício de força (Tang et al., 2008; Wilkinson et al., 2008). A 21 

síntese proteica muscular aumenta dentro de 1-3h após uma sessão aguda de exercício de 22 

força (Dreyer et al., 2006). O efeito agudo no aumento da síntese proteica (West et al., 2009; 23 

Tang et al., 2009; Burd et al., 2010) pode durar pelo menos 48 horas (Phillips e Tipton, 24 

1997) ou mais (Miller et al., 2005). Deste modo, o exercício de força representa um dos 25 

principais meios não farmacológicos de aumento e/ou manutenção do tecido muscular 26 

(Walker et al., 2011). 27 

O acúmulo dos períodos de aumento da síntese proteica leva a uma sustentação do 28 

balanço nitrogenado positivo (onde a síntese excede a degradação proteica) e resulta em 29 

hipertrofia muscular (Burd et al., 2009; Wilkinson et al., 2014). Assim os acúmulos de 30 

estímulos agudos são necessários para o crescimento muscular (Ahtiainen et al., 2003; 31 

Hulmi et al., 2009).  32 
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O exercício de força induz alterações na expressão intracelulares de proteínas que 1 

mediam a agregação proteica (Hansen et al., 2005; Hawley et al., 2011). Esta alteração a 2 

longo prazo é responsável pela hipertrofia muscular, caracterizada por um aumento na área 3 

de secção transversa das fibras musculares e volume total dos músculos (Drummond et al., 4 

2008; West et al., 2010; Mitchell et al., 2012). 5 

Volume e carga influenciam a resposta do metabolismo proteico após exercício de 6 

força. Em resposta a uma única sessão de exercício de força, Kulmar et al. (2009) demostrou 7 

um platô acima dos 60% da repetição máxima (1 repetição máxima – 1RM). Burd et al. 8 

(2010) demosntrou que uma única sessão de alto volume e baixa intensidade (30% 1RM) foi 9 

mais efetiva na amplitude e duração da síntese proteica que uma sessão de baixo volume e 10 

alta intensidade (90% 1RM).  11 

Esses resultados são consistentes com publicações reportando que exercício com alta 12 

e baixa intensidade apresentou resultados hipertróficos similares, sugerindo que 13 

levantamento de pesos exageradamente altos não são necessários para alcançar uma resposta 14 

anabólica no metabolismo proteico e hipertrofia (Mitchell et al., 2012). 15 

Interessantemente, Kumar et al., (2009) demonstrou que mesmo em jejum uma 16 

sessão aguda de exercício de força aumentou as taxas de síntese proteica em homens e 17 

mulheres. Entretanto não existem mais estudos que reforcem este resultado. De fato, é 18 

consenso que embora o exercício de força seja um potente estímulo agudo para a síntese 19 

proteica, a ausência do consumo de nutrientes o balanço nitrogenado pode se tornar negativo 20 

(Kumar et al., 2009). Com o fornecimento de nutrientes o balanço nitrogenado se torna 21 

positivo e pode persistir por aproximadamente 48h (Miller et al., 2005; Cuthbertson et al., 22 

2006), permitindo agregação proteica e consequentemente maior hipertrofia muscular 23 

(Atherton e Smith, 2012). 24 

  25 

2.4 Proteínas do Soro do leite 26 
 27 

Proteínas diferem em qualidade com base no seu perfil de aminoácidos, 28 

digestibilidade e biodisponibilidade (FAO/WHO Expert Consultation, 1991). As duas 29 

proteínas provenientes do leite são caseína, que correspondem a aproximadamente 80% das 30 

proteínas do leite e as proteínas do soro do leite (do inglês whey protein - WP) 31 

correspondende aos 20% restantes. WP é encontrada no líquido remanescente da produção 32 

de queijos ou pode ser especificamente isolada por um processo específico de filtração do 33 
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leite e é uma das proteínas mais utilizadas entre atletas e esportistas com intuíto de aumentar 1 

a hipertrofia muscular e melhorar a performance esportiva (Atherton e Smith, 2012).  2 

Essas proteínas possuem uma alta concentração de aminoácidos essencial (45-3 

55g/100g), poucas gorduras ou carboidratos, alto valor biológico e rápida digestibilidade e 4 

absorção (Pennings et al., 2011) sendo uma das fontes mais ricas em aminoácidos conhecida 5 

(Bucci, 2000). Adicionalmente, consumo de WP apresenta uma maior resposta na síntese 6 

proteica do que a caseína tanto em repouso quanto após exercício físico (Tang et al., 2009; 7 

Pennings et al., 2011; Burd et al., 2012). Ambas proteínas apresenta um bom perfil de 8 

aminoácidos (Furst e Stehle, 2004). Entretanto WP apresenta resposta a síntese proteica 9 

devido a sua rápida cinética de digestão e absorção (Dangin et al., 2003).  10 

WP também apresenta componentes bioativos como lactoferrinas, imunoglobulinas, 11 

glutamina, lactalbumina, peptídeos bioativos e um excelente perfil de aminoácidos 12 

(Marshall, 2004; Morato et al., 2013) o que poderia exercer efeitos fisiológicos adicionais. 13 

WP possui a característica de ser solúvel em ambiente ácido e isto aumenta sua 14 

digestibilidade e resulta em um rápido e pronunciado aumento de aminoácidos na corrente 15 

sanguínea (Katsanos et al., 2006; Dreyer et al., 2008; Tang et al., 2009; West et al., 2011).  16 

WP apresenta um alto teor do aminoácido leucina, que desempenha um papel 17 

fundamental na estimulação da síntese proteica (Anthony et al., 2001). De fato, leucina 18 

exclusivamente aumenta os marcadores intracelulares de síntese proteica (ativação da 19 

cascata mTOR, ver próxima sessão) (Atherton et al., 2010). Outras fontes proteicas como 20 

caseínas e proteínas de soja, embora sejam proteínas completas (que possui todos os 21 

aminoácidos) apresentam menores concentrações de aminoácidos de cadeias ramificadas 22 

(BCAAs) e menores concentrações de leucina (tabela 1) e ambos são necessários para 23 

estimular a síntese proteica no tecido muscular (Fouillet et al., 2002). 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 

 30 

 31 
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Tabela 1 – Composição de aminoácidos do whey protein e caseína (g/100g de proteína). 1 

Aminoácido 
Whey 

protein 
Caseína 

Treonina 8 3,7 

Valina 6,3 5,5 

Isoleucina 7,2 4,2 

Leucina 11,2 8,4 

Lisina 8,8 6,9 

Metionina 2,2 2,6 

Fenilalanina 3,1 4,3 

Triptofano 1,9 1,2 

Tirosina 3,2 4,8 

Cisteína 2,7 0,4 

Ácido aspártico1 11,9 6,3 

Arginina 2,2 2,9 

Serina 5,3 4,9 

Histidina 2,1 2,2 

Ácido glutâmico2 18,9 18,8 

Glicina 1,7 1,7 

Alanina 5,3 2,7 

Prolina 7,8 10,6 

Fonte: adaptado de Haraguchi et al., 2014. 1 – Ácido aspártico: ácido 2 
aspártico + asparagina. 2 – Ácido Glutâmico: ácido glutâmico + 3 
glutamina.  4 

 5 

Adição de leucina a fontes proteicas pode aumentar o efeito anabólico. Koopman et 6 

al., (2005) demonstrou que a adição de leucina a bebidas proteicas resulta em uma maior 7 

estimulação da síntese proteica. Entretanto, embora possa estimular independentemente 8 

síntese é mais eficiente na presença de outros aminoácidos essenciais (Anthony et al., 2000; 9 

Crozier et al., 2005; Escobar et al., 2006; Katsanos et al., 2006). Somando estes fatores o 10 
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consumo de WP consiste em uma excelente forma nutricional de estimulação da síntese 1 

proteica (Tang et al., 2009; Pennings et al., 2011; Burd et al., 2012).  2 

A ativação de marcadores intracelulares de síntese pela ingestão de WP é dose 3 

dependente (Kakigi et al., 2014; Areta et al., 2013; D’Souza et al., 2014). A ingestão destas 4 

proteínas tem consistentemente demonstrado efeito na ativação de cascata mTOR, e seus 5 

complementos (Anthony et al., 2001) 6 

Ingestão de aminoácidos em repouso estimula a síntese proteica muscular acima dos 7 

valores basais (Morton et al., 2015; Witard et al., 2016) entretanto, Pennings et al. (2011) 8 

demonstrou que maior resposta em músculos exercitados. Assim, a associação de exercício 9 

de força e o consumo de WP possui efeito sinérgico na estimulação da síntese proteica 10 

muscular. 11 

 12 

2.5 Exercício de força e proteína do soro do leite:  influência na síntese proteica 13 
 14 

Recuperação muscular envolve diversos processos que auxiliam o retorno da 15 

homeostase levando em consideração uma adaptação ao estresse fisiológico. No período 16 

imediatamente após o exercício de força há um aumento agudo nas taxas de síntese proteica 17 

para reparar o dano tecidual causado pelo exercício (Burd et al., 2010). O reparo depende da 18 

agregação proteica decorrente de períodos de balanço nitrogenado positivo (Hawley et al., 19 

2011). 20 

O balanço nitrogenado pode ser entendido como o equilíbrio entre a síntese e a 21 

degradação proteica, mas é primordialmente regulado pelo grau e extensão de síntese 22 

(Atherton e Smith, 2012). A resposta na síntese induzida pelo exercício pode ser aumentada 23 

com o fornecimento de aminoácidos (Rasmussen e Phillips, 2003; Wolf, 2006; Pennings et 24 

al., 2011). A ingestão de proteínas de alta qualidade após exercício de força aumenta a 25 

síntese com simultâneo bloqueio na degração proteica (Morton et al., 2015; Witard et al., 26 

2016). A disponibilidade de nutrientes pós exercício serve como potente modulador das 27 

adaptações morfológicas relativas ao exercício (Hawley et al., 2011). 28 

Um estudo duplo-cego conduzido por Cribb et al. (2006) verificou um significante 29 

aumento no ganho de massa muscular e força no grupo suplementado com WP comparado 30 

ao grupo que recebeu suplementação equivalente com caseína.  WP pode aumentar a 31 

recuperação muscular e síntese proteica após exercício de força (Beck et al., 2007). A 32 

diferença se dá pelo pico plasmático de aminoácidos após ingestão de WP prevenindo 33 
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agudamente a degração proteica (Kerksick et al., 2007). O tipo, o tempo de ingestão e a 1 

quantidade de proteínas são fatores que influenciam a reposta a resposta de síntese pós 2 

exercício (Witard et al., 2016) 3 

A via anabólica mais bem caracterizada que representa os níveis de síntese proteica 4 

é a proteína intracelular denominada mecanismo alvo da rapamicina (do inglês mechanistic 5 

target of rapamycin, mTOR) (Goodman, 2014). A mTOR existe em dois complexos 6 

proteicos denominados mTORC1 e mTORC2, sendo a mTORC1 o principal regulador da 7 

transdução proteica. Ativação da mTORC1 via mecanotransdução, fatores hormonais e 8 

aminoácidos) leva a um aumento da síntese proteica pela inibição da proteína homólogo da 9 

Ras enriquecido no cérebro (do inglês Ras homolog enriched in brain, Rheb) (Inoki et al., 10 

2003) e da ativação do glicerofosfolipídeo ácido fosfatídico (Sun et al., 2008; Yoon et al., 11 

2011; You et al., 2014). Aumento da ativação (fosforilação) das proteinas p70 quinase s6 12 

ribossomal (p70s6k) e proteína de ligação 1 do fator de iniciação eucariótico (4EBP1) são 13 

marcadores agudos da ativação da via mTOR durante o período de recuperação e 14 

correlacionam-se com hipertrofia muscular (Burd et al., 2010; Dreyer et al., 2008; Karlsson 15 

et al., 2004; Koopman et al., 2007). 16 

A administração de rapamicina, um inibidor farmacológico da via mTOR, leva a uma 17 

inibição do estímulo da síntese proteica após exercício de força, confirmando que a ativação 18 

da via é necessária para as adaptações musculares decorrente do exercício (Drummond et 19 

al., 2009; Ogasawara et al., 2014). Deste modo, a ativação aguda da via mTOR representa 20 

um fator crítico para a síntese muscular em resposta ao exercício de força e consumo de 21 

proteínas. Ativação da via mTOR leva a fosforilação de substratos da cascata como proteína 22 

de ligação 1 do fator de iniciação eucariótico 4 (4EBP1), proteína quinase s6 ribossomal 23 

(p70s6k) que consequentemente aumenta a síntese proteica muscular (Proud, 2009). Como 24 

mostra a figura 2.  25 

 26 



24 
 

Figura 2 – Visão geral da ativação da via mTOR pelo exercício de força e consumo de 1 
whey protein 2 

3 
Fonte: O autor (2017). AKT – proteína quinase B; IRS1 – Substrato receptor de insulina 1; mTOR – 4 
mecanismo alvo da rapamicina; mTORC1 – Complexo do mecanismo alvo da rapamicina; p70S6k 5 
– proteína p70 quinase s6 ribossomal; PA – ácido fosfatídico; PI3K – fosfatidilinositol 3-quinase; 6 
RHEB – homólogo da Ras enriquecido no cérebro; TSC2 – complexo esclerose tuberosa 2; 4EBP1 7 
– proteína de ligação 1 do fator de iniciação eucariótico 4.  8 

 9 

Exercício de força e ingestão de whey protein possuem efeito sinérgico na ativação 10 

da via mTOR (Pennings et al., 2011). O exercício de força estimula a síntese por meio de 11 

mecanotransdução, que é o processo que converte sinais mecânicos e desencadeia uma 12 

resposta intracelular por meio de “sensores” no tecido muscular (O'Neil et al., 2009). Já os 13 

aminoácidos, especialmente a leucina realiza a ativação celular da via mTOR complexo 14 

P13K/AKT (fosfatidilinositol 3-quinase e proteína quinase B, respectivamente) e 15 

independente via transportadores de leucina (Norton e Layman, 2006). 16 
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A ativação aguda da via mTOR possui correlação com o aumento do tecido muscular 1 

induzido por exercício de força (Terzis et al., 2008). Adicionalmente uma metanálise 2 

demonstrou que WP associado ao exercício de força pode aumentar significativamente o 3 

ganho de massa muscular (Cernak et al., 2012). Enquanto a capacidade anabólica da 4 

disponibilidade proteica é primariamente atribuída a ingestão de aminoácidos essenciais, 5 

especialmente a leucina, fatores como dose (Moore et al., 2009; Witard et al., 2013), fonte 6 

(Reidy et al., 2013) e timing de ingestão (Areta et al., 2013) também modulam a resposta 7 

anabólica da ingestão proteica. 8 

Outros benefícios do consumo de WP são: aumento da performance esportiva 9 

(Hoffman et al., 2010; Josse et al., 2010), melhora na recuperação (Hoffman, 2010) e 10 

aumento da força muscular (Rankin et al., 2004; Josse et al., 2010).  11 

Devido uma predominância da degradação proteica durante períodos de jejum 12 

(Norton e Layman, 2006) estímulos na síntese proteica poderiam minimizar a perda de tecido 13 

muscular. Deste modo, hipotetizamos que o exercício de força associado ao consumo de WP 14 

antes dos períodos de jejum poderia auxiliar a manutenção do tecido muscular. Como 15 

alterações agudas na via mTOR correlacionam-se com adaptações crônicas (Terzis et al., 16 

2008) o entendimento do comportamento intracelular agudo pode fornecer informações 17 

importantes sobre o metabolismo proteico no tecido muscular quando associado exercício 18 

de força e consumo de whey protein e jejum intermitente.  19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 
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3 OBJETIVOS 1 

 2 
 3 
 4 
3.1 Objetivo geral 5 
 6 

Verificar quais são as alterações celulares agudas decorrentes do exercício de força e o 7 

consumo de proteínas do soro do leite associado ao jejum intermitente 8 

 9 

 10 

3.2 Objetivos específicos 11 
 12 

Em situação de jejum intermitente, após exercício de força e consumo de proteínas do soro 13 

do leite, quantificar:  14 

a) Marcadores intracelulares de síntese proteica (expressão de 4EBP1 e 4EBP1 15 

fosforilada como marcadores da ativação da via mTOR) 16 

b) Marcadores de dano muscular (CK e LDH) 17 

c) Marcadores de estresse celular no tecido muscular (expressão de heat shock protein 18 

70 e 90 kda) 19 

 20 

  21 
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PREVIOUS WHEY PROTEIN CONSUPTION AND STRENGTH EXERCISE 

IMPROVE 4EBP1 PHOSPORILATE EXPRESSION IN MUSCLE AFTER 

12HRS INTERMITENT FASTING 

Santos Junior*, V.A., Morato, P.N., Souza, G.G., Amaya-Farfan, J., Lollo, P.C.B. 

 

Abstract: Intermittent Fasting is an alternative strategy that could promote effects similar 

to those observed with continuous dietary restriction. However, inadequate feed of daily 

protein and fasting can be linked to reduction fat-free mass. Thus, the aim of this study 

was analyse the acute effect of strength exercise associated with whey protein (WP) 

consumption during acute intermittent fasting (12hs) in intracellular targets of protein 

synthesis. Male Wistar rats were divided in rest and exercised rats. The exercised were 

submitted to acute SE in a weight-lifting model. Concomintat comsuption of WP or water 

control before 12 hours of intermittent fasting was investigated. The expression of 4EBP1 

and phospo-4EBP1 and heat shock proteins (HSP70 and HSP90) was analyzed by 

imunoblotting. Consumption of WP and/or strength exercise before the intermittent 

fasting period increases phospho-4EBP1 expression in the same extent in the soleus 

muscle and overall 4EBP1 was increased with comsuption of WP. Intermittent fasting 

induces an increase of phospho-4EBP1 in the diaphragm and was an important effect on 

muscle HSP70 expression. However, there were no significant changes in the expression 

of HSP90 in the soleus. In the diaphragm the association of protein consumption and 

strength exercise increases the expression of HSP70 and HSP90, with a significant 

increase in expression after 12 hours of intermittent fasting. In summary, previous 

strength exercise and consuption of WP may lead to improve in phosphorylation of 

cellular target of protein synthesis and can improve muscle mass maintenance in both, 

soleus and diaphragm muscle and intermittent fasting can increase heat shock protein 

expression in muscle tissue. 

Key-words: Protein metabolism. Muscle maintenance. Protein synthesis. Physical 

exercise. mTOR. Supplementation.  
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Introduction  

 

Dietary restriction is a nutritional approach widely used for weight loss and 

involves a reduction in the total of caloric intake ingested daily (Omodei and Fontana, 

2011), however, prolonged adherence it may be difficult for most people (Anastasiou et 

al., 2015). Intermittent Fasting is an alternative strategy that could promote effects similar 

to those observed with dietary restriction (Mattson and Wan, 2005) in fat loss (Varady et 

al., 2007; Gotthardt et al., 2016) and lifespan (Honjoh et al., 2009). The intermittent 

fasting can be understand as cycles of access to feed and fasting period (Tisley et al., 

2016).  

However, inadequate feed, mainly in daily protein, can be linked to reduction fat-

free mass (Andrews, MacLean and Riechman, 2006) and this has been described as one 

of the major challenges for weight loss given the influence of muscle mass on whole 

metabolism (Atlantis et al., 2009). Maintenance of fat-free mass depends on the balance 

between protein synthesis (PS) and protein degradation (PD).  

The role of molecular cascades in the regulation of protein synthesis, mainly the 

role of mammalian target of rapamycin (mTOR). Eukaryotic translation initiation fator 

4E binding protein 1 (4EBP1), the final downstream target of mTOR cascade protein was 

described as a target that correlates with mTOR activation (Morley et al., 2005; Proud et 

al., 2007). Indeed, phosphorylation of 4EBP1 was significantly decreased in lean 

subjetcts after fasting indicating a loss in protein synthesis (Bak et al., 2016).  

Whey protein (WP) consumption significantly influences the synthesis of proteins 

because they are proteins with high nutritional quality and rapid absorption kinetics, 
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providing a rapid increase of amino acids and peptides (Morato et al., 2013) in plasma. A 

meta-analysis demonstrated a significant increase in lean mass between studies that 

performed strength exercise concomitantly with WP intake (Miller, Alexander and Perez, 

2014).  Thus, strength exercise and protein are stimuli for protein synthesis acutely via 

activation of mTOR downstream, and the sum these acute changes correlates with na 

increase in muscle mass (Terzis et al., 2008).  

Since, due to: 1) widely use of intermittent fasting linked to weight loss; 2) 

metabolic need to maintain muscle mass; 3) evidence that strength exercise associate with 

WP consumption are effective strategies for maintaining/increasing muscle mass; 4) poor 

scientific evidences of the effects of association between acute strength exercise and 

intermittent fasting, we hypothesized that strength exercise associated with WP 

consumption could lead to molecular changes favoring protein synthesis during acute 

intermittent fasting (12hs). Then, during acute intermittent fasting after strength exercise 

and WP consumption we analyze: expression of 4EBP1 (mTOR target) total and 

phosphorylated; muscle damage markers (creatine kinase and lactate dehydrogenase) and 

heat shock proteins (70 and 90 Kda).  

 

2. Material and methods 

2.1. Animals 

 

Forty-eight male (21-day-old) Wistar rats, bred at the LabFex (UNIFAL, MG, 

Brazil), were housed (~22 °C, 55% relative humidity, inverted 12-h light/12-h dark 

cycles) in growth cages, with free access to commercial chow and water at all times, until 
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they reached a body weight of 251,18± 16,16 g. The research methodology was approved 

by the Ethics Committee on Animal Experimentation (CEEA-UFGD, protocol 06/2016).  

The experimental design was created to analyze the acute effects of strength 

exercise and WP consumption and its effects after 12hrs of fasting. The animals were 

randomly by initial weight and assigned to 1 of 8 groups (n= 6 per group): rest control 

(R-C); exercised control (E-C); rest whey protein (R-WP) exercised whey protein (E-

WP); rest control (R-C12h) and exercised control after 12hrs fasted (E-C12h); rest whey 

protein (R-WP12h) and exercised whey protein (E-WP12h) after 12hrs fasted, how show 

figure 1.A). Fast period was definied because trial that implemented ~12hrs fasting/day 

has demonstrated consistent reductions in body weight in humans (Nematy et al., 2012; 

LeCheminant et al., 2013; Zare et al., 2011; Ziaee et al., 2006) and been more relevant to 

weight loss/fat free mass maintenance.  

How ilustred in figure 1.B, the animals in protein groups were gavaged with 

relative to 25% of diary protein (0,87±0,07g) of the WP isolate or the same volume of 

water to controls groups postexercise. Euthanasia occurred one hour after drinking, in the 

animals submitted to fasting was performed after 12 hours of fasted, on hour after the 

second dose of treatment.  
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Figure 1- Study design 
 

2.2. Exercise protocol 

 

Acute strength exercise was perfomed using a Tamaki weight-lifting exercise 

model (Tamaki, Uchiyama and Nakno, 1992). Rats was fifted with a canvas jacket 

adequate to regulate the twisting and flexing of their torsos and we suspended them in a 

standard position on their hindlimbs. The rats flexed their legs repeatedly, which lifted 

the weight-arm of the exercise apparatus. An electrical stimulation (25A, 0.3-second 

duration at 3-second intervals) was applied to the rat’s tail through a surface electrode 

using a electroestimalator.  

The acute exercise was perfomed after a two days of adaptation (96hrs intervals 

between the acute exercise and the last day of adaptation) to familiarize the animals to 

apparatus and exercise, reducing the effects of stress as described by Galdino et al. (2014). 

The measurement of the maximum weight lifted (1 repetition maximum) was performed 
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with a separate group of animals to not influence the results of an acute exercise session 

(Clarkson and Hubal, 2002; Chen et al., 2007; Chen et al., 2009). The exercise load was 

set a 85% of maximum repetition to mimic a strengh exercise bout (D'souza et al., 2014) 

 

2.6. Biochemical parameters 

 

Blood samples were collected, maintened at 4 °C, and centrifuged at 3000 ×g (4 

°C, 12 min) to obtain serum for the assessment of creatine kinase (CK) and lactate 

dehydrogenase (LDH) in triplicate measurements. Standard spectrophotometric 

determinations were carried out using comercial laboratory kits in microplate reader 

according to specific kit recommendations. 

 

2.8. Protein extraction and immunoblotting 

 

The samples of soleus and diaphragm muscle were prepared as described 

previously (Lollo et al., 2013), by homogenizing ~100 mg of frozen tissue in Triton buffer 

(100 mM Tris, pH 7.4, 1% Triton X-100) containing 100 mM sodium pyrophosphate, 100 

mM NaF, 10 mM EDTA, 10 mM Na3Vo4, 2 mMPMSF and 0.1 mg/mL aprotinin. The 

total protein contente of the muscle samples was determined.  

For immunoblotting, tissue homogenates were subjected to SDS-PAGE and 

transferred onto a nitrocelulose membrane. The blots were probed with the appropriate 

antibodies to determine the total 4EBP1 (dilution 1:1000, ref#A300-501A) using Bethyl 
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laboratories antibodie; phospho-4EBP1 (thr 37/46, dilution 1:1000, ref #9459) using cell 

signaling and the heat shock proteins 70kda (dilution 1:1000, ref#ADI-SPA-810) and 

90kda (dilution 1:1000, ref#ADI-SPA-831) using Enzo life Science. Tubulin was the 

loading control (dilution 1:2000, ref#sc-8035) used to assess the protein levels in the 

tissues. The appropriate secondary antibody conjugated to peroxidase and the BM 

chemiluminiscence blotting systemwere used for detection. The bandswere visualized by 

chemiluminescence and the band intensities were quantified by processing with the 

ImageJ program (v. 1.44). 

 

2.9. Statistical analysis 

 

Was used the SPSS statistical software (version 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL). 

The monovariate ANOVA was used for parametric data, and the means compared using 

the Duncan test, adopting a value of P ≤ 0.05 as the criterion for statistical significance 

 

Results 

Protein metabolism in muscle 

 

The association between WP intake and strength exercise does not present a 

synergistic or cumulative effect. Consumption of WP and/or strength exercise before the 

intermittent fasting period increases phospho-4EBP1 expression in the same intensity in 

the skeletal muscle (figura 2.A). The expression of 4EBP1 in its total form is increased 
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with consumption of WP (Figura 2.B). After the intermittent fasting period (12hrs) both 

exercise and WP intake were able to increase the expression of total 4EBP1 in the soleus 

muscle.  

Intermittent fasting induces an increase of phospho-4EBP1 in the diaphragm. 

After 12 hours of intermittent fasting there was a marked increase in phospho-4EBP1 

expression in all groups regardless of the interventions (Figura 2.C). However, changes 

in total 4EBP1 expression were less expressive, showing a short increase after 12 hrs of 

fasting in the exercised groups and in the rest control group, with no significant difference 

for the rest WP group (Figura 2.D). 
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Figure 2 – 4EBP1 and phosphorylated 4EBP1 response in soleus and diaphragm muscle. ANOVA 

was perfomed and means were compared by Duncan post hoc test. Different letters indicate 

significant diferences between groups. The value of p<0.05 was adopted as a criterion for 

statistical significance. Experimental groups: R-C, rest conrol; E-C, exercised control; R-WP, rest 

whey protein; E-WP, exercised whey protein; R-C12h, rest control after 12h fasting; E-C12h, 

exercised control fter 12h fasting; R-WP12h, rest whey protein fter 12h fasting; E-WP12h 

exercised whey protein fter 12h fasting.  

 

Heat shock protein 
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In figure 3 we shows the expression and pattern of response of HSP70 and HSP90 

in the soleus and diaphragm muscle. After 12 hours of intermittent fasting, the response 

to HSP70 expression in the soleus muscle was similar between treatments. Demonstrating 

an important effect of intermittent fasting on muscle HSP70 expression (Figura 3.A). 

However, there were no significant changes in the expression of HSP90 in the soleus 

acutely and after 12hrs of intermittent fasting (Figura 3.B). 

In the diaphragm the association of protein consumption and strength exercise 

increases the expression of HSP70 and HSP90, with a significant increase in expression 

after 12 hours of intermittent fasting (Figure 3.C and D) showing a synergistic response 

between treatments. 
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Figure 3 – HSP70 and HSP90 expression in soleus and diaphragm muscle. ANOVA was 

perfomed and means were compared by Duncan post hoc test. Different letters indicate significant 

diferences between groups. The value of p<0.05 was adopted as a criterion for statistical 

significance. Experimental groups: R-C, rest conrol; E-C, exercised control; R-WP, rest whey 

protein; E-WP, exercised whey protein; R-C12h, rest control after 12h fasting; E-C12h, exercised 

control fter 12h fasting; R-WP12h, rest whey protein fter 12h fasting; E-WP12h exercised whey 

protein fter 12h fasting. 
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Serum mucle biochemical parameters 

 

There was significant difference in CK and LDH values between exercised groups 

1h and 12h post exercise regards rests groups. However, both exercised groups presented 

similar values of CK and LDH (figure 4). However, the experimental design does not 

contemplate the optimal points for the measurement of muscle damage markers and that 

may explain a lack of difference between the groups exercised. 

 

Figure 4 –Serum muscle damage markers. Ck: Creatine kinase; LDH: lactate dehydrogenase. 

ANOVA was perfomed and means were compared by Duncan post hoc test. Different letters 

indicate significant diferences between groups. The value of p<0.05 was adopted as a criterion 

for statistical significance. Experimental groups: R-C, rest conrol; E-C, exercised control; R-WP, 

rest whey protein; E-WP, exercised whey protein; R-C12h, rest control after 12h fasting; E-C12h, 

exercised control fter 12h fasting; R-WP12h, rest whey protein fter 12h fasting; E-WP12h 

exercised whey protein fter 12h fasting. 
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Discussion  

 

We showed that consumption of WP, strength exercise or both, result in acute 

increase phosphorylation of 4EBP1 in muscle tissue after 12 hours of intermittent fasting. 

Surprisingly, in the 12hrs fasting diaphragm increased the phosphorylation of 4EBP1. 

WP associated with strenght exercise previous fasting increased the expression of HSP70 

and HSP90 in the diaphragm, however, in soleous there is an increase only in HSP70 

expression after fasting period. 

Strength exercise or consumption WP leads increase in phosphorylation of mTOR 

protein target 4EBP1 acutely (Figure 2). This alteration is linked to long-term muscle 

mass maintenance and this can help during intermittent fasting (Terzis et al., 2008). 

In the first studies about intermittent fasting, Sakamoto and Grunewald (1987) 

was verified that animals subjected to intermittent fasting associated with physical 

exercise had 29% more lean mass and 18% less fat in the carcass content than animals 

submitted only to intermittent fasting, suggesting a beneficial effect of the association of 

physical activity with nutritional intervention.  

Current studies have also shown that intermittent fasting associated with strength 

exercise decreases adipose tissue and maintain muscle mass in trained individuals (Moro 

et al., 2016). Tinsley et al. (2016) demonstrated that fasting not affect the lean mass gain 

and muscular performance in young adults. The fat-free mass/fat mass ratio is usually 

higher in animals submitted to intermittent fasting than those subjected to only continuous 

dietary restriction of 30-40% daily (Gotthardt et al., 2016).  
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The strength exercise could sensitizes the muscle to a subsequent increase in 

aminoacidemia (Pennings et al., 2011) and this could serve as a compensatory response 

during intermittent fasting. Strength exercise is a powerful stimulus for maintaining 

muscle mass (Wernnnborn, Augustsson and Thomee, 2007). There is a considerable 

number of evidence that high-quality protein intake associated with strength exercise 

increases adaptive responses (Cermak et al., 2012) in particular WP (Lollo, Amaya-

Farfan and Carvalho-Silva, 2011; Miller, Alexander and Perez, 2014).  

In light of this results, the WP intake could support a positive period in the 

nitrogen balance and the maintenance of the muscle mass (Morton, McGlory and Phillips, 

2015). It is important to emphasize that we study the consumption of proteins and not a 

form of supplementation (i.e, consumption of protein over and above a habitual protein 

intake).   

The main mechanism by WP and strength exercise increase the protein synthesis 

is the activation of mTOR, once activated, phosphorilates downstrean target like 4EBP1 

that lead protein synthesis (Kimball and Jefferson, 2004; Proud 2004; Proud, 2007; 

Atherton et al., 2005; Mayhew et al., 2009; Wilkinson et al., 2008). Thus, consumption 

of high quality proteins and strength exercise could explain the diferences in expression 

of 4EBP1 of our results or those described by Bak et al. (2016) wich demonstrates a 

reduction in phosphorylation of 4EBP1 in untrained individuals after fasting, evidencing 

the importance of these factors in maintaining muscle mass during intermittent fasting.  

Therefore, based on the acute results, it seems that the consumption of WP and 

the exercise of strength associated with intermittent fasting would favor the maintenance 
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of muscle tissue (Terzis et al., 2008). However analyse chronic alterations are necessary 

to confirm this hypotheses. 

The diaphragm catabolism can be harmfull, especially in critical mechanically 

ventilated patients, because the respiratory deficent could be lethal (Yang et al., 2002), so 

the stimulation of anabolic pathways of diaphragm are of potential interest (Lollo et al., 

2012). Lollo et al. (2012) showed that chronic physical exercise can increase anabolic 

responses in the diaphragm, while different protein sources (whey protein and casein plus 

leucine) presented a similar response.  

Interestingly, 12hrs of intermittent fasting increased the expression of p-4EBP1 in 

the diaphragm with no differences for the interventions. The mTOR signalling have a 

positive correlation with muscle mass (Lang et al., 2012; Winbanks et al., 2012) and a 

negative correlation between autophagy (Alers et al., 2012). Therefore, this result is 

potentially new and could indicate an activation of mTOR downstream by the unknow 

pathways (see Qi et al., 2013).  

Intermittent fasting increases HSP70 expression in soleus and diaphragm (Figure 

3). HSPs are molecular chaperone proteins that are expressed by various types of stress 

(Rohde et al., 2005). HSPs are intracellular defense mechanisms that increase cell 

resistance under systemic stresses they are a mechanism of cellular control that by means 

of theses proteins are responsible for fold and refold damaged proteins, or eliminate 

irreversibly damaged proteins (Rohde et al., 2005). 

HSP70 are considered a complementary antioxidant system (Silver and Noble, 

2012). HSP70 may increase after the exercise because this are a conjunt of manies 
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stressful stimuli, as mechanic stress, hyperthermia and hypoxia (Khalil et al., 2011; Rohde 

et al., 2005).  

The increase in HSP70 has beem reported to promote longevity (Salway et al., 

2011). Similarly, extensive evidence shows that animal models of intermittent fasting can 

improve longevity (Honjoh et al., 2009; Fontana, Partridge and Longo, 2010; Longo and 

Mattson, 2014). Activation of transcription factors heat shock factor-1 and other factors 

by upregulating HSP70 induces several antioxidant enzymes, prevents the age-dependent 

impairment of proteostasis and promotes the maintenance of cell structure (Akerfelt et 

al., 2010; Martín-Montalvo et al., 2011).  

Taken together, the increase in HSP70 and its benefits could be one of the means 

by which intermittent fasting to increase citoprotection effect (Lanneau et al., 2008), 

improving cell resistance (Samali and Cotter, 1966), protect against reactive oxygen 

species production (Lee et al., 2005) and in muscle tissue the proteins has been show to 

protect from exercise-induced damage (Khassaf et al., 2001; Kinnunem et al., 2009).  

Strength exercise associated with WP increases expression of HSP70 and HSP90 

in diaphragm in a greater intensity. In previous study using endurance exercise protocol, 

has showed that WP hydrolysate increased HSP90 expression in the skeletal muscle of 

rats in both the sedentary and exercised groups, but in the exercised groups different 

protein sources did not alter the observed responses (Moura et al., 2014).  

This is clear a sistemic effect of intermittent fasting on HSP expression, the 

protocol have a hormesis effect, whereby fasting acts as a low-intensity stressor that 

protective effects via adaptive upregulation of cellular stress resistance pathways 

(Mattson, 2008). This low-intensity environmental stressors act like a biological dose-
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response compensation characterized by lowdose stimulation and high-dose of inhibition 

(Mattson 2008a, Mattson 2008b; Kouda and Iki, 2010).  

WP intake did not influence differences in post-exercise muscle damage markers. 

CK and LDH are both blood indicators of muscle damage (Byrne and Eston, 2002; Cooke 

et al., 2010). Moura et al. (2013) showed that CK and LDH has no significant alteration 

in relation to the diet.  

However, its consensus that CK and LDH have a peak around 24 to 72 h 

postexercise (Cooke et al., 2010), in 12 h post-exercise group there was a significant 

increase in the groups exercised but without differences between the groups with WP or 

control, perhaps in later and more adequate peak periods of this markers we might have 

noticed some difference in these markers given the role of muscle damage secondary to 

mechanical injury induced by exercise (Pizza et al., 2005; Tee and Bosch, 2007; Baird et 

al., 2012) and studies could investigate the response of these markers in laboratory models 

of chronic exercise-associated intermittent fasting, given the role of muscle damage in 

impairement in replacement of glycogen (Costill et al., 1990).  

 

Conclusion 

 

In summary, we showed that previous resistance exercise and consuption of WP 

may lead to improve in phosphorylation of intracellular target of protein synthesis in both, 

soleus and diaphragm muscle. Interestingly intermittent fasting increase heat shock 

protein expression in muscle tissue and possibly can increase the antioxidant system and 

mechanism of cellular defense. However, this results are meansured by acute response of 
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intermittent fasting and the effect of long-term or cronic interventions remains nuclear. 

New research should be conduct to elucidate this lacks. Regarding the retention of muscle 

mass in long-term intervention for weight loss are of public and health interest and this 

initial results shows that intermittent fasting plus resistance exercise and WP come to be 

a efficient strategy.  
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