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| Utilizagdo das Proteinas do Soro Lécteo por Ratos Jovens

Resumo Geral

Os interesses com o consumo de proteinas, como nos carboidratos e lipidios,
nao estao somente direcionados para a quantidade e o valor biolégico classico.
Alguns estudos avaliam também o tipo e a forma da proteina ingerida. A
velocidade com que a proteina é digerida e seus aminoacidos absorvidos, bem
como o tipo de peptideos gerados, em fungdo da composigéo da proteina, pode
ter significativas influéncias no metabolismo protéico. O objetivo deste trabalho foi
verificar se 0 consumo agudo de proteina sollvel, na forma intacta (CPSL) ou
hidrolisada (CPSLH), interfere no metabolismo protéico/energético de ratos jovens
sedentarios normais com ou sem estimulo fisioldgico a captacdo de aminoacidos
(exercicio e jejum). A fonte protéica utilizada neste estudo foi a mistura de
proteinas do lactossoro, intactas e hidrofisadas. Seguindo o modelo da AIN-93
(Reeves, et al. 1993), elaboramos trés dietas purificadas contendo: proteinas do
soro de leite bovino, ora intacta, ora hidrolisada. Como proteina controle foi usada
a caseina. Realizamos trés protocolos experimentais utilizando ratos Wistar
machos de aproximadamente 200g: 1°- Trés grupos sedentarios., conforme a
dieta, nos quais foi avaliada a qualidade protéica através da determinagéo do
balango nitrogenado, digestibilidade e valor bioldgico aparentes; 2°- Trés grupos
realimentados apos 60 horas de jejum onde foi controlado o ganho de peso dos
animais e avaliada a velocidade de recuperacéo; 3° Trés grupos alimentados e
exercitados, durante dez dias, em atividade com intensidade no supra-limiar
metabolico, nos quais foram determinados substratos metabdlicos protéico-
energéticos e insulina no repouso, apods 24 horas da Ultima sessao de atividade
fisica. As fontes proteicas de soro de leite utilizadas no primeiro experimento,
independente da hidrélise prévia, apresentaram maior digestibilidade aparente do
que a caseina. Para os demais parametros nutricionais, os resultados mostraram
que ndo houve diferengas significativas entre as trés proteinas. No segundo

experimento, os animais submetidos a jejum prolongado e realimentados com



proteina de soro de leite hidrolisada enzimaticamente (CPSLH) recuperaram o
peso corporal mais rapidamente. No terceiro experimento. os animais submetidos
a exercicio agudo de natacdo e alimentados com CPSLH mostraram menor
concentracdo de glicogénio muscular apds 24 horas de repouso. A auséncia de
outras respostas diferenciadas sugere que os hidrolisados com alto grau de
hidrélise possuem propriedades diferentes dos preteolisados de baixo ou médio

grau.



Utilization of Milk-Whey Proteins by the Young Rat

General Abstract

Currently, the consumption of proteins is surrounded by new interests from the
nutritional standpoint other than the classical biological value. Studies suggest that
not only the type, but also the form of the protein ingested is important. The
velocity with which a protein is digested and its amino acids absorbed., in addition
to the sort of peptides generated, are now considered to have profound influence
on the overall metabolism. This work evaluates the possible metabolic effects of
short-term feeding with whole whey protein (CPSL) of normal young rats (male
Wistar, 200g), as compared to the extensively hydrolyzed whey protein (CPSLH),
and as a result of acute physical stimulation. The experimental design consisted of
three assays in which the basal AIN-93 diet was modified by substituting either
intact or hydrolyzed whey protein for the normal protein source casein and the
animals subjected to the three different physical or nutritional challenges; i.e. i)
classical sedentarism, ii) a 60-hour fasting and iii} 10-days of metabolic supra-
threshold swimming activity. Resuits from the first experiment showed that
although the whey proteins were more readily digestible than casein, neither the
nitrogen balance, apparent digestibility or biological value of the whey proteins
significantly altered the metabolism of the sedentary animal. From experiment 2 it
could be concluded that the fasted animals fed the CPSLH recovered their body
weight significantly faster than their cohorts fed the intact whey protein. Experiment
3 showed that while the animals fed the CPSLH had lower concentrations of
muscular glycogen 24 hours after the exercise bout, all other biochemical
parameters were indistinguishable from those produced by the CPSL. Generally, it
can be concluded that differences can exist between the sedentary and the
nutritionally or physically stressed animal in the utilization of this extensively
hydrolyzed form of whey protein. Although no physiological advantages were seen
from the use of the CPSLH, the absence of any major alterations in the general
metabolism of the three categories of animals fed this hydrolyzed protein suggests

that the product can be tolerated by the animal without any apparent physiological

X1



burden. Also, it was apparent that the extensively hydrolyzed protein differs from

the less extensively hydrolyzed products in the form of utilization by the body.

Keywords: exercise; protein hydrolyzate; protein metabolism; cori cycle; gluconeogenesis
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1. Introducao Geral

O presente trabalho foi motivado pela observacdo de que o uso das proteinas do
soro lacteo bovino cresceu muito nos Gltimos anos no Brasil e no mundo, atingindo
talvez niveis abusivos, na forma de suplementos protéicos (Aradjo & Soares, 1999;
Kanesiro, et al., 1999).

O uso de supiementos protéicos, inicialmente usados em formulas hospitalares,
aumentou no mercado comum destinando-se aos grupos praticantes de atividade fisica,
sejam eles atletas profissionais ou ndo. Ha ainda uma exigéncia social a boa estética
corporal que facilitou muito o apelo comercial. A maioria dos consumidores nao esta
orientada por profissionais nutricionistas, chegando estes suplementos a serem
considerados alimentos comuns, de livre consumo, apesar da alteragao do habito

alimentar.

As proteinas do soro de leite ("whey protein”) sdo as proteinas soliveis que
resultam como residuo da producdo do queijo. Este subproduto se encontra no
mercado na forma de concentrados protéicos, isolados protéicos ou como ingredientes
de muitos produtos formulados. Produtos vendidos como suplementos de aminoacidos

também sao elaborados a partir de proteinas de soro de leite previamente hidrolisadas.

Tanto fabricantes como consumidores esperam que a ingestao da proteina de
soro de leite influencie o metabolismo do organismo quando estimulado, no sentido de
aumentar a captacao de aminoacidos pela célula muscular, aumentando assim a
sintese de proteinas musculares. Para individuos debilitados, o uso de proteinas
soliveis do leite, intactas (Boirie, et al 1997, Frithbeck, 1998; Parodi, 1898) ou
hidrolisadas (Poullain ef. al. , 1989; Van Beresteijn, 1994) pode ser de grande utilidade
para acelerar a sua recuperacdo. Em organismos submetidos a atividade fisica, o
consumo de lactoalbumina {(albumina do soro lacteo) hidrolisada enzimaticamente pode
possibilitar uma melhor manutencao da glicemia e concentracdes de glicogénio um
maior rendimento € uma maior capacidade de recuperacao apoés o esforgo fisico (Tassi,
et al. 1998).
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Trata-se, portanto, de uma pesquisa gue avalia o valor nutricional do concentrado
protéico de soro de leite, ora intacto, ora previamente hidrolisado. Avalia-se, também a
capacidade de recuperagao de animais submetidos a um estado catabolico prévio, seja
pelo exercicio fisico, seja pelo jejum. Isto é foi observado o desempenho fisico. a
concentracao de metabdlitos energeéticos e a capacidade de recuperacéo de animais
alimentados com dietas contendo concentrado protéico de soro de leite intacto (CPSL)
ou hidrolisado (CPSLH), em funcdo da atividade fisica e a capacidade de recuperacéo

de animais quando realimentados com essas dietas apds jejum prolongado.

No experimento com atividade fisica, fizemos uma avaliagdo com atividade
intensa e de curta duracdo por acreditarmos que é desta forma mais comum de
consumo destes suplementos alimentares. Freqlientadores de academia consomem os
suplementos proteicos no intuito de ganhar massa corporal magra mais rapidamente
(Aragjo & Soares, 1999, Kanesiro, et al., 1999).

Foram entéo realizados trés experimentos em laboratéric de ensaios biologicos:
o primeiro teve como finalidade verificar a qualidade nutricional dos produtos protéicos a
base de proteinas de soro de leite utilizados neste experimento; o segundo foi para
verificar a capacidade de recuperacao de animais alimentados com essa fonte protéica,
apos serem submetidos a jejum prolongado e conseqiente alta degradagéo protéica; e,
finalmente, um terceiro ensaio biologico que objetivou avaliar os parametros
bioguimicos relacionados ac metabolismo protéico-energético de animais submetidos a

atividade fisica e alimentados com essas proteinas.

Desta forma, esta pesquisa procurou mostrar uma visao cientifica da verdadeira
eficacia do consumo das proteinas do soro iacteo. Ao passo que ndo ha comprovacgao
de riscos a saude, o consumo rotineiro deste tipo de proteina pode ser de grande valia
desde de gque saibamos exatamente o objetivo e os reais beneficios que podem ser
esperados com a suplementacao ou com a substituicao de outras proteinas de alto

valor biolégico para cada condigao fisioldgica.
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2. Revisdo Bibliografica

Metabolismo Energético Basico

As reacdes metabdlicas envolvendo a transformacac de nutrientes para produzir
energia e garantir as fungbes vitais, tém sido objeto de estudo por muito tempo. A
maneira pela gual os nutrientes derivados dos alimentos s&o utilizados pela célula, uma
vez ingeridos e absorvidos, também tem sido assunto de pesquisas, inclusive pela
possibilidade de que o0s mesmos nutrientes possam causar efeitos diferentes,

dependendo do tipo de fonte alimentar.

O organismo animal necessita de fornecimento permanente de energia a fim de
manter as suas diversas funcdes biologicas. A maioria das substancias produtoras de
energia atraves da oxidac&o esta presente nos alimentos, principalmente sob a forma
de carboidratos, lipideos e proteinas. Estes macronutrientes podem ser metabolizados.
apds a sua ingestio, imediatamente para a producao de energia, ou transformados em

reservas energéticas enddgenas para posterior utilizacao.

No processo de geracac da energia, fragmentos das moléculas de carboidrato,
lipideo e proteina perdem protons e elétrons (H™ e €), tendo seus atomos de carbono
convertidos finalmente em CO; ou a outros compostos como o acido lactico. Os protons
e elétrons sao recebidos por coenzimas na forma oxidada (NAD®, FAD), que passam,
assim, a forma reduzida (NADH, FADH,).

A oxiredugdo das enzimas é obtida pela transferéncia dos H™ e e para a
molecula de oxigénio que, por sua vez, € convertido em agua. Este processc de
reoxidacao resulta na sintese de um composto rico em energia, a adenosina trifosfato
(ATP), a partir de adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (Pi). A energia quimica
do ATP sera entdo utilizada nos processos biolégicos dependentes de energia.
Portanto, para que os alimentos fornegcam energia na forma de ATP, ou se transformem
em massa corporal na medida correta, é necessario um processo altamente controlado
de obtencdo, armazenamento e utilizacdo da energia (Benyon, 1998, Salway 1999,
Leninger, 1989, Murray et al., 1996).



As reagbes bioquimicas podem ser classificadas como catabdélicas ou
anabdlicas. As primeiras transformam moléculas complexas (proteinas, lipideos,
polissacarideos, etc.}) em moléculas simples (CO,, NHs;, agua). Ja as vias anabélicas
formam produtos finais complexos a partir de precursores simples (glicose, lipideos e
aminoacidos). As rotas anabdlicas e catabdlicas sao compostas de seqiiéncias
multienzimaticas em que cada enzima pode exercer importantes papéis cataliticos ou

reguladores (Salway 1999).

Catabolismo

As vias catabdlicas, basicamente, servem para capturar energia quimica a partir
da degradacéao dos substratos energéticos, ou transformar os nutrientes em precursores
necessarios & sintese de moléculas complexas. A geracdo de energia, desde a
degradacgdo de moleculas complexas, compreende em trés passos basicos: 1) hidrélise
do polimero em mondmero; 2) conversao de mondmeros em intermediarios simples (ja
ocorre uma pequena formacgéo de ATP), 3) oxidagao do acetil-CoA. Para exemplificar
podemos citar as proteinas, nosso objeto de estudo, que: 1) sdo transformadas em
aminodcidos, 2) aminoacidos sao transformados em moléculas simples ou acetil-Coa
que pode ser derivado dos chamados aminoacidos cetogénicos, 3) O acetil-CoA é
oxidado a dois CO; e quatro pares de elétrons sdo transferidos para as coenzimas
NAD™ e FAD para produzir NADH e FADH,. Neste terceiro passo, que acontece na
mitocdndria, grandes quantidades de ATP sao geradas a medida gue os elétrons do
NADH e FADH; fluem para o oxigénio através de reagdes de oxido-redugdo pela
fosforilacdo oxidativa (Benyon, 1998, Salway 1999, Leninger, 1989, Murray ef al., 1996).

Anabolismo

As reacfes anabdlicas combinam moléculas peguenas, como os aminoacidos,
para formar moléculas complexas como as proteinas. Ao contrario das reacdes
catabdlicas, sao reacbes que consomem energia (ATP) em rota biossintética quase

sempre diferente da via degradativa. Os processos catabdlicos e biossintéticos de um
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determinado composto respondem, normalmente, a diferentes sinais regulatorios. As
reacbes anabolicas freqlentemente envolvem reducgdes quimicas nas quais o poder
redutor € fornecido pelo doador de elétrons NADPH (Benyon, 1998, Salway 1999,
Leninger, 1989, Murray et al., 1996).

Regulagdo Hormonal do Metabolismo Energético

As rotas do metabolismo devem ser coordenadas de modo que a producdo de
energia, ou sintese de produtos finais, preencha as necessidades da celula. Alteracdes
no figado, tecido adiposo, musculo e cerebro, necessarias a manutencao da
homeostase pré e pds absortiva, com maior ou menor gasto energético, sdo reguladas
através de horménios que respondem as diferentes concentragbes dos compostos
intermediarios das rotas metabdlicas (BENYON, 1998). Os principais horménios
envolvidos nestes processos sdo: insulina, glucagon, cortisol, epinefrina (adrenalina) e

norepinefrina (noradrenalina) (Murray ef al., 1996).

Insulina

E um hormdnio protéico, secretado pelas células B do pancreas apés estimulo da
glicemia que sinaliza o estado alimentado. A insulina, um horménio anabdlico, estimuia
a sintese de nutrientes energéticos (glicogénio e triacilglicerol) e a sintese de proteinas.
Basicamente, a insulina, no figado, inibe a glicogendlise; no musculo, aumenta a
sintese de glicogénio e, no tecido adiposo, estimula a sintese de triacilglicerbis. A
insulina aumenta a captacao de glicose no musculo e no tecido adiposo, resuitando em
maior concentracéo de glicose, estimulando a sintese e o armazenamento de glicogénic
e triaciigticeréis nestes tecidos, respectivamente. A insulina tambem estimula a sintese
protéica e inibe a degradacdo de proteinas intracelulares (Leninger, 1989; Murray et al,
1996).



Glucagon

As ilhotas pancreaticas, por intermédio das células o, secretam um horménio
catabdlico em resposta ao baixo nivel de glicose no sangue. Juntamente com a
adrenalina, o glucagon se opde a muitas acdes da insulina e age especialmente para
manter a glicemia por meio da ativagao da glicogendlise e gliconeogénese hepaticas. O
glucagon aumenta a captacido de aminoacidos pelo figado resultando em uma maior
disponibilidade de esqueletos carbdnicos para a gliconeogénese, diminuindo, assim, os
niveis plasmaticos de aminoacidos. Este hormonio também favorece a oxidagao
hepatica de acidos graxos e a subseqlente formagao de corpos cetdnicos a partir de

acetil-CoA proveniente da f-oxidacao (Leninger, 1989; Murray ef al., 1996).

Epinefrina (Adrenalina) e Norepinefrina (Noradrenalina)

Como o glucagon, essas catecolaminas sao secretadas em baixos niveis de
glicose sanglinea e estimulam a mobilizagéo de glicogénio e triacilglicerol. Diferem do
glucagon porque seu efeito catabdlico/glicogenclitico € maior no musculo que no figado.
Ao contrario da insulina, as catecolaminas inibem a captacao de glicose pelo musculo,
economizando este nulriente essencial para cérebro e “obrigando” as células
musculares a ulilizarem os acidos graxos provenientes do tecido adiposc como
comb'ulstivel. A adrenalina estimula a secrecéo de glucagon e inibe a de insulina. Assim,
as catecolaminas aumentam a quantidade de glicose liberada no sangue pelo figadc e

diminuem a utilizacao de glicose pelo musculo (Leninger, 1989; Murray et al., 1996).

Proteinas Dietéticas

A proteina € usada pelo organismo na formacao de todos os tecidos que compde
o organismo e também como precursores de horménios e enzimas, mensageiro da
célula, acidos nucléicos e componentes do sistema imune. Como é sabido, os 20
principais residuos de aminoacidos presentes nas proteinas foram classicamente
subdivididos em 8 nutricionalmente essenciais e 12 ndo essenciais, sendo eles:

essenciais: Val, Leu, lle, Lys, Met, Thr, Phe e Trp - A His € considerada essencial



para os recém-nascidos - nao-essenciais: Tyr, Gly, Ala, Cys, Ser, His, Asp, Asn, Glu,
Gin, Pro, Arg. Criangas e debilitados que estdo em fase de rapido crescimento celular

podem ter também como constituinte essencial das proteinas dietéticas a arginina.

-Estes aminoacidos tém em comum um atomo de carbono (C,) no qual esta
ligado'a um atomo de hidrogénio, um grupo amino (NH;) e um grupo carboxilico
(COOH). O que difere um aminoacido de outro é a cadeia lateral que esta ligada na

guarta valéncia do C, (Farfan, 1994)

Estruturas das Proteinas

As proteinas encontradas na natureza realizam funcdes especificas. As
propriedades funcionais das proteinas dependem das suas estruturas tridimensionais

que podem ser classificadas em primaria, secundaria, terciaria e quaternaria.

A estrutura primaria se caracteriza por apresentar apenas ligacdes peptidicas

entre os aminoacidos.

As secundarias sao estruturas estaveis e regulares, mantidas pelas ligaces ou
pontes de hidrogénio. Estas ligacdes podem ser intramoleculares ou intermoleculares,

levando a cadeia polipeptidica a conformac¢ao helicoidal ou foliar respectivamente.

‘Estruturas primarias e secundarias podem apresentar dobramento ou formacgao
de laco, sendo esse arranjo espacial considerado o terceiro grau de estruturacio das
proteinas. Na estrutura terciaria, varias sdo as forgas que a estabilizam: ligacdes
dissulfeto, pontes de hidrogénio, ligacdes salinas, interacdes eletrostaticas, interacdes

dipolares e interacdes hidrofobicas ou de Van der Waals. (Sgarbieri, 1996)

‘A maioria das proteinas globulares sao formadas por mais de uma unidade
estrutural. Estas unidades estruturais, por sua vez, podem possuir uma ou mais cadeias
polipeptidicas com estruturagdo primaria, secundaria ou terciaria. As unidades
estruturais, formadas por essas cadeias polipeptidicas, ligam-se umas as outras por
ligagbes ndo covalentes, formando entdo a estrutura quaternaria. (Farfan, 1994,
Sgarbieri, 1996)



Solubilidade das Proteinas

As diversas caracteristicas fisico-quimicas das proteinas determinam suas
propriedades funcionais. Dentre essas propriedades, a solubilidade é importante para o
presente estudo, pois pode determinar diferengas fisioldgicas como, por exemplo, a

velocidade de absorcao da proteina dietética.

A solubilidade das proteinas se altera quando pH, que afeta a natureza e a
distribuigao das cargas da proteina, € modificado. As proteinas sdo, em geral, mais
soliveis em pH baixo (acido) ou alto (alcalino) devido a alta concentracao de cargas
positivas ou negativas. O excesso de cargas de um mesmo sinal produz repulséo das
moléculas e, conseqlentemente, maior solubilidade. O pH de menor solubilidade,
chamado de ponto isoeléirico (pl), é aguele em que ha um igual nimero de cargas
positivas e negativas. Outros fatores como forga idnica, constante dielétrica do solvente

e temperatura também podem alterar a solubilidade das proteinas. (Sgarbieri, 1996)

A composigdo da proteina também é muito importante para sua caracterizacao. A
solubilidade de uma proteina estd diretamente relacionada com a composicdo de
aminoacidos, ou seja, o contelido de residuos acidos (glutamila, aspartila) e basicos
(histidila, arginila e lisila). Nao s6 o numero de cargas altera a solubilidade mas também
a forma em que estas cargas, positivas e negativas, estdo arranjadas na molécula
proteica. O contetdo molecular n&o protéico como lipidecs, carboidratos e fosfatos,

também afeta a solubilidade das proteinas.

As proteinas podem ser classificadas conforme a sua solubilidade em cinco
grupos: albuminas, globulinas, prolamina, glutelinas e escleroproteinas (Sgarbieri,
1996).

As albuminas sao proteinas soluveis em agua e coagulaveis pelo calor. A
atbumina do ovo, albumina de soro sangllinec e lactalbumina sdo exemplos deste

grupo protéico.

Globulinas s&o insollveis ou pouco soliveis em agua pura, mas sua solubilidade

é grande em solucbes salinas. S&o normalmente faceis de serem exiraidas com



solugdes salinas e precipitacao por diluigdo ou dialise. Tecidos animais, soro sangiineo

e sementes contém globulinas.

Prolaminas sdo insoliveis em agua e solugdes salinas e sollveis em solucéao

alcodlica. Estas proteinas sé@o encontradas em graos (zeina do milho, gliadina do trigo).

Glutelinas séo insoltiveis em agua, solugdo salina e em solucéo alcodlica, sendo,
porém, soltveis em solucbes acidas. Assim como as prolaminas, elas estao presentes
em cereais como no arroz que contém 80% das suas proteinas na forma de glutelina.

Podemos também citar como exemplo a glutenina do trigo que € uma glutelina tipica.

Proteinas insoluveis ou praticamente insolGveis, normalmente fibrilares como, por
exemplo, queratina, colageno e elastina, estdo classificadas no grupo das
escleroproteinas. Para solubilizar estas proteinas é preciso a degradacao da molécula

com acidos, bases, detergentes ou dispersantes (Sgarbieri, 1996).

Metabolismo das Proteinas Alimentares

No estado pds-absortivo, os aminoacidos provenientes da dieta sao liberados no
sangue para a utilizacdo por todos os tecidos né sintese de proteinas. O excedente &
desaminado e os esqueletos de carbono resultantes sdo degradados pelo figado até
piruvato, acetil-CoA ou outros intermediarios do ciclo de Krebs. Estes metabdlitos

podem ser oxidados para obter energia ou usados na sintese de acidos graxos.

Um homem normal com peso corporal de 70 kg contém, aproximadamente, 12 kg
de proteina e 200-220g de aminoacidos livres, nos quais séo, continuamente, cedidos
para a sintese protéica e repostos pela degradacdo das proteinas do organismo
(Benyon, 1998). A isso, denomina-se “turnover” protéico. Os aminoacidos de origem
endc’;ggna sdo liberados pela degradacdo de certos tipos de proteinas, como as das
fibras musculares e as das celulas epiteliais do intestino delgado, para novas proteinas
serem sintetizadas ou serem convertidos em energia. Este turnover protéico, para um
homem de 70kg, gira em torno de 300g por dia. O organismo dispde de um estoque

(pool) de aminoacidos mantido pela degradagdo de tecidos protéicos e pelas proteinas
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provenientes da dieta. Alguns aminoacidos, ao nao serem utilizados imediatamente,

néo podem ser estocados e devem ser desaminados e degradados (Benyon, 1998).

A musculatura esquelética perfaz 40 a 45% da massa corporal contendo cerca
de 7kg de proteina, principalmente na forma de proteina contratil (miofibrilar). Cerca de
120g de aminoacidos livres estéo intramuscular, isto €, dentro do musculo esquelético,
enquanto somente 5g de aminoacidos livres encontra-se na circulacdo sangiinea
(Wagenmakers, 1998).

A degradacao prot€ica leva a uma perda de nitrogénio, na forma de uréia, de 40-
55g a cada dia, o que nos leva a crer que, para evitar um balango nitrogenado negativo,
uma dieta normal diaria deve conter 40-55g de proteina de alto valor bioldgico As

recomendacdes quantitativas de proteinas nas dietas seguiram estes preceitos basicos.

A guantidade de proteina dietética recomendada pela maioria dos comités
especializados em nutricdo tem variado entre 0,8 (Canadian Departament of National
Health and Welfare, 1883; Us Food and Nutrition Board, 1989; Food and Agricultural
Organization, 1985), 1,0 (Australian Nationali Heaith and Medical Reseach Council,
1987; Dutch Nutrition Board, 1988 — para mulheres) e 1,2 g-kg"' de peso corporal por

dia (Dutch Nutrition Board, 1988 — para homens) para individuos aduitos sadios.

= O individuo em situagdes especificas (crescimento, gestacdo, atividade fisica e
convalescenca), necessita de uma gquantidade maior de proteinas dietéticas para
manter um balango nitrogenado positivo (Lemon 1897; Benyon, 1998, Wagenmakers,
1998)

Principais Reagbes no Metabolismo de Aminoacidos

Existem duas reacbOes genéricas no metabolismo dos aminoacidos:

transaminacao e desaminagao oxidativa.

Transaminagdo: converte um aminoacido em outro, onde aminotransferases (ou
transaminases) catalisam a transferéncia de um grupo amino(NH;") de um aminoacido
para um a-cetoacido (piruvato, oxaloacetato) ou a-cetogiutarato, resultando em um

novo aminodacido e um novo cetoacido. Se o aceptor é o a-cetoglutarato, o glutamato é



produzido. As reacfes de transaminagao sao reversiveis e ocorrem tanto no citosol
como na mitocdndria e sdo dependentes do piridoxal fosfato derivado da vitamina Bg
(Murray et al., 1996). As mais comuns sdo as reacOes catalisadas pela alanina

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).

Desaminacao Oxidativa: tem a funcdo de remover o amino grupo. Como exemplo
podemos citar a glutamato desidrogenase gue remove o grupo amino do giutamato
levando-o a o-cetoglutarato mais NH,". Esta reacdo ocorre na mitocéndria e pode

utilizar como cofator tanto o NAD" como NADP™.

O estimulo a captacdo de aminoacido e a sintese protéica ocorre logo apds a
atividade fisica ou jejum prolongado, o gue torna as duas situagdes interessantes para o

nosso estudo.

Jejum

Apos jejum de 24h ha uma degradacéo proteica liquida maior que a sintese
(Cheng, 1987, Pacy 1994). Isso implica que aqueles aminoacidos, ndo metabolizados
no musculo, séo liberados na proporgdo em que ocorrem nas proteinas, enquanto ha
uma discrepancia naqueles que s&o transaminados, oxidados ou sintetizados. Nos
membros inferiores e superiores humanos ha uma liberacdo maior de glutamina (48%
do total de aminoacidos liberados) e alanina (38%) (Wagenmakers, 1998) do que a
quantidade presente nas proteinas musculares (7 e 9%, respectivamente). Portanto, a
glutamina com dois atomos de nitrogénio por molecula € o principal transportador

atdxico de N para fora do musculo.

Por outro lado, 0os aminoacidos de cadeia ramificada, que constituem 19% das
proteinas musculares, o glutamato (7%), aspartato e asparagina (juntos, 9%) sdo
liberados pelo musculo em menor quantidade em relagdo a suas ocorréncias
respectivas no musculo. Ja o glutamato € constantemente captado da corrente

sangliinea para o musculo.

Em resumo, os aminoacidos de cadeia ramificada, o glutamato, o aspartato e a

asparagina derivados da degradagao protéica muscular e o glutamato sérico sao



metabolizados no musculo e usados para a sintese de novo de glutamina e alanina
apds jejum de 12h ou mais, ou atividade fisica. Todos os outros aminocacidos séo
liberados para a circulacdo na proporgdo equivalente a ocorréncia no muscuio,
implicando em uma pequena ou inexistente metabolizagéo (Wagenmakers, 1998).
Como visto, durante os primeiros dias de jejum existe uma degradacgao rapida
das proteinas musculares, fornecendo aminocacidos que s&o usados pelo figado na
gliconeogénese. O cérebro, entdo, continua a utilizar exclusivamente glicose como
combustivel. A medida em que o jejum vai se prolongando (2 ou 3 semanas), a
velocidade de protedlise muscular diminui e os corpos cetdnicos plasmaticos sao
usados como combustivel para o cérebro. Essas alteragbes metabodlicas que ocorrem
durante o jejum permitem que todos os tecidos tenham um suprimento adequado de

combustivel molecular pelo maior tempo possivel (Salway, 1999; Murray et al., 1996).

Proteina e Afividade Fisica

Muitos estudos abordando o consumo de proteinas e sua relagdo com o
exercicio fisico tém sido publicados nos dltimos anos. Estes trabalhos demonstram, em
tese, que a participacao dos aminoacidos no metabolismo energético € mais importante
do que se pensava. Parece clara a necessidade de um aporte protéico maior para os
praticantes de atividade fisica de forga ou resisténcia e, mesmo nao havendo definicao
dos requerimentos em proteina para esportistas, um amplo segmento da populacéo
brasileira que pratica esporte ou fisicuiturismo ja consome dietas ricas em proteinas e
outros suplementos (Araujo & Soares, 1999; Kanesiro, et al. 1999).

Segundo Lemon (1997), evidéncias indicam que individuos envolvidos com
exercicios de forca/poténcia/velocidade necessitam de 1,7 a 1,8 g de proteina.kg™” de
peso porpéreo.dia”, enquanto que aqueles que realizam atividade de resisténcia
precisam de 1,2 a 14 g de proteina.kg”’ de peso corpéreo.dia’. Isto corresponde,
respectivamente, a ingestas 125% e 75% maiores do que as recomendacdes para
individuos sedentarios e normais (Lemon, 1997). O maior requerimento de proteina no
exercicio de resisténcia deve-se, em grande parte, a utilizagdo de aminoacidos como

fonte de energia (intermediarios do ciclo de Krebs). Essa mobilizagdo de aminoacidos



durante o exercicio prolongado é similar & mobilizagdo observada no jejum, durante o
qual os aminoacidos servem como substrato para a gluconeogénese. No exercicio, a
g[iconéogénese e também gerada pela presengca aumentada de alanina, que se
transforma em piruvato no figado por transaminacao. Biolo ef al. (1999) demonstraram
que a capacidade da insulina de estimular a captacao de glicose, o transporte de
alanina e suprimir a degradacéo protéica no musculo é aumentada com exercicio de
resisténcia. A diminuicdo na disponibilidade de aminoacidos pode limitar o efeito

estimulatério da insulina sobre a sintese protéica (Biolo ef af. 1989).

Entretanto, ja se observa uma ingestdo maior de proteinas pelos praticantes de
atividade fisica que, normalmente, consomem mais alimentos devido ao dispéndio
energetico elevado. Esse maior aporte de alimentos pode ja suprir os requerimentos
protéicos aumentados. Se esses praticantes de atividade fisica consumissem uma dieta
com cerca de 10% do valor energético em proteina ja seria, na opinido de Lemon
(1997), suficiente para atingir os requerimentos aumentados deste macronutriente. O
receio de muitos, no que se refere a ingestdo excessiva de proteinas, baseia-se na
possibilidade de causar problemas hepaticos e renais. Mas a relacdo da dieta de alto
teor proteico com efeitos indesejaveis para o figado e os rins, apesar de constituir
indicios, até hoje, € pouco evidenciada cientificamente. Ha também relatos de que
dietas de alto teor protéico podem aumentar as perdas de calcio na urina. A razdo mais
provavel para esse fendmeno, quando se trata de proteinas purificadas, pode ser o
efeito do fosfato que estas contém. Nesse sentido, Allen ef al. (1979) mencionam a
relagdo que existe entre o alto consumo de proteina e a hipercalciuria, enquanto
Hegsted (1986) sugere que o excesso de cisteina na dieta € capaz de sequestrar ions

calcio no sangue, resultando em maior eliminagéo do mineral.

Evidéncias indicam que ha mudang¢as nas concentragdes de alguns amincacidos
livres devido a utilizac&o deles na manutengdo do alto fluxo de ciclo do acido citrico (de
Krebs) durante a atividade fisica. Nessas condigbes, ocorre um grande aumento na
sintese de intermediarios do ciclo de Krebs (anaplerose do ciclo), o gue permite uma
alta taxa de oxidagao aerdbia durante a atividade prolongada. A manutencao da sintese
de intermediarios do ciclo retarda a fadiga no musculo com alta deplecdo de glicogénio

{(Wandermark, 1998). Os aminoacidos ndo possuem uma fungao direta de combustivel
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como os acidos graxos, a glicose sérica e 0 glicogénio muscular, mas sim, funcionam
como precursores dos intermediarios do ciclo do acido citrico. O mdscuio é o principal
sitio de conversao das cadeias carbdnicas dos aminoacidos em glutamina, aminoacido
este com importantes fungdes em varios tecidos do corpo. Diferentemente do figado,
onde ‘@ maioria dos amincacidos € normalmente oxidada, na ceélula muscular
esquelética do rato e dos humanos, somente seis aminodcidos podem ser
metabolizados, que s&o os de cadeia lateral ramificada (leucina, isoleucina e valina) e o

glutam‘ato, aspartato e asparagina (Wagenmakers, 1998).

Suplementos Protéicos, Oligopeptideos e Aminoacidos na Atividade Fisica

A proteina € de suma importancia para o organismo submetido ao trabalho fisico
continuo independente da intensidade da atividade, e os interesses com seu
fornecimento ndo estdo apenas focados na quantidade consumida pelos praticantes de
atividade fisica. Estudos vém sendo feitos para avaliar o tipo e a forma de proteina a ser
adminfs’zrada, bem como os supostos beneficios aos praticantes de atividade fisica que
usam suplementacao de aminoacidos cristalinos, aminoacidos especificos e isolados
proteicos. Aminoacidos de cadeia ramificada, aminoacidos sulfurados, aspartato,
asparagina sao oferecidos no mercado de suplementos alimentares sugerindo
beneficios no aporte de combustiveis metabdlicos, na hipertrofia muscular e no
desempenho fisico. Pelo menos em teoria, varios aminoacidos podem ser benéficos
quando administrados, isoladamente (Newsholme, E.A et a/.,1992, HASSM ef af., 1994;
Joshua, ef al., 1999) ou ndo (Tassi, 1998; Lands, et al., 1989), em suplementacio da

dieta de praticantes de atividade fisica.

Todavia, existem relatos de complicagdes tais como: problemas de absorcdo, -
desbalanco metabdlico, alteragdes na atividade de neurotransmissores e até toxidade
(Lemon, 1997). Ha tambem indicios de que a suplementacdo de certos aminoacidos
pode prejudicar o transporte de glicose e provocar um aumento de resisténcia periférica
a insulina (Lancha Jr. et al, 1995a), alterar a estrutura miofibrilar do musculo

esquelético (Lancha Jr. ef al, 1997) e a atividade enzimatica induzida pela lesao
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muscular do exercicio agudo € aumentada com a ingestdo de proteina (Hayward,
1999)..

Ja o consumo de proteina hidrolisada, alem de ser menos estudado, pode
preservar os teores séricos de glicose e albumina, bem como ¢ teor de glicogénio
muscular apds esforco fisico exaustivo. Estudo com ratos aiimentados com proteina
hidrolisada demonstraram exatamente isso, apesar de nao terem demonstrado
alteracdes no rendimento do esforco fisico (Tassi, ef. al1998). O citado trabaiho
mostrou que animais alimentados com o-lactalbumina mantiveram a glicemia por mais
tempo, apresentaram maior concentragdo de albumina sanglinea e maior reserva de
glicogénio muscular ac final da atividade fisica até a exaustao. Isso nos leva a acreditar
na possivel maior capacidade de recuperacdo do individuo alimentado com
oligopepitideos, ac invés da proteina inteira. Contudo, esse trabalho, pela forma em que
os animais foram submetidos a atividade e pelos valores finais de lactato apds a
exaustdo, sugere que a atividade fisica foi muito intensa (acima do limiar anaerdbio). O
que ocorreria na atividade sub-limiar ndo se sabe. E ainda, em contrapartida, a ingestao
de a-lactalbumina aumenta os niveis de triptofano sérico e, por ser este aminoacido
precursor da 5-hidroxitriptamina (serotonina), pode estimular a fadiga central e

prejudicar a resisténcia a atividade fisica (Newsholme, 1992; Markus, 2000).

Proteinas de Rapida Absorcdo

A explicacdo para os efeitos fisiolégicos ocorridos devido a ingestao de proteina
hidrolisada provavelmente esta na velocidade em que a proteina é digerida e absorvida
pelo intestino. Em analogia aos carboidratos, pesquisadores elaboraram o conceito de
“‘proteinas rapidas e lentas” (“slow and fast proteins™ (Frihbeck, 1998). Borie ef
al(1997) encontraram que a ingestao de proteinas do soro de leite (“fast”) leva a um
aumento rapido no nivel de aminoacidos do plasma sangliineo e um concomitante
aumento na sintese de proteina. Esta sintese protéica € menor quando, ao invés de
proteinas do soro, se ingere caseina (“sfow”) que, por formar coagulos no estdémago,
leva mais tempo para enirar no duodeno. Quanto mais rapido € a absorgdo e o

fornecimento de aminoacido para © poo/ de aminodcidos livres, ha um provavel



direcionamento para as vias anabdlicas. A diminuicdc na disponibilidade de
aminoacidos pode limitar o estimulo da insulina sobre a sintese protéica (Biolo et af.
1999).

A concentragao de cada aminoacido na proteina também pode influenciar ©
furnover protéico. A insulina, que inibe a protedlise, pode ter sua concentracao
plasmatica influenciada pela presenca de certos aminoacidos. A caseina e as proteinas
do soro, apesar de ambas serem derivadas do leite, possuem diferentes proporcdes de
aminodacidos. A alta concentragdc de aminodacidos de cadeia ramificada nas proteinas
do soro leva a um efeito sinergista estimulando a secre¢ao de insulina. Adicionalmente,
a porcentagem de aminoacidos que estimulam a secre¢ao de glucagon, que tem efeito

catabdlico, & menor nestas proteinas em comparacdo com a caseina (Frihbeck, 1998).

Proteinas Lacteas

O leite de vaca contém cerca de 3,25% de proteina, dos quais 80% sao as

caseinas e o restante (20%) sao as do soro.

As caseinas sao importantes proteinas funcionais do leite e servem de base para
um amplo setor da producdo de derivados lacteos, particularmente na industria de
queijo. A seqliéncia dos aminoacidos na estrutura primaria das caseinas determinam

uma hidrofobicidade superficial as suas estruturas secundarias.

As caseinas podem ser divididas em quatro grupos: s1-caseina, ,sp-caseina, x-
caseina e B-caseina. De um modo geral, ndo sendo estas o principal foco de estudo
para nos, é importante lembrar que a caseina € de dificil digestdo para o homem por
nao ser soluvel e formar coagulos no estdmago, resultando em uma absorgao lenta. O

leite humano possui 60% menos caseina em comparacac ao leite de vaca.

Nos anos recentes, cientistas comecgaram a investigar a capacidade de certos
tipos de proteinas de melhorar resposta do sistema imunologico, prevenir doengas €
evitar 0 estresse oxidativo. Eles descobriram que essas proteinas podem gerar efeitos

no metabolismo de animais e homens. Com este escopo, comegaram a focar suas



17

atencdes em produtos protéicos como a chamada “whey protein”, isto é, proteina de

soro de leite.

Dentre as proteinas do soro do leite, encontram-se a p-lactoglobulina, -
lactoalbumina, albumina de soro bovino, imunuoglubulinas, lactoferrina, y-globulina,
lactoperoxidase, etc.. Mas o concentrado protéico de soro de leite pode ser dividido em
quatro fracbes que perfazem mais de 90% do contetdo protéico do produto em
epigrafe. Estas quatro por¢des protéicas s&o: B-lactoglobulina (45-57%), o-
lactoalbumina (15-25%), albumina de soro bovino (10%) e imunoglobulinas (10%])
(Whitney, 1988).

B albumina de soro B lactalbumina
(] lactoglobulina Imunogiobulinas
outras

8% 10%

Figura 1: Proteinas do leite de vaca. 20% das proteinas constituem o soro que é dividido
em globulinas albuminas e outras

O soro de leite liquido precisa passar por uma série de processos para a
producdo do Concentrado Protéico de Soro de leite (CPSL): ultrafiltracao, diafiltracéo

para separacéo da lactose e minerais, e secagem que pode ser por “spray-dried”.

Funcionalidade Fisiolégica das Proteinas do Soro Lacteo

.Cada uma dessas proteinas tem importantes fungdes na prevencgao a doencas.

Sem um suporte protéico adequado, nosso corpo nac pode produzir as estruturas gue
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formam nossas ceélulas, tecidos e 6rgéos, nem gerar substancias necessarias para as

fung¢des cardiovasculares, contragdo muscular, crescimento e recuperacao.

Novas funcdes tém sido descobertas para as proteinas e j& se pesquisa a
possibilidade da utilizagdo especifica de algumas proteinas para aumentar a
longevidade. Pesquisas demonstram que essas proteinas poderiam gerar outros efeitos
no metabolismo de animais e humanos. Mais especificamente, estudos comecaram a
focar as proteinas do leite (caseina e proteinas do soro) e a funcionalidade dos

peptideos derivados de fontes alimentares animais (Hasler, 1998).

Ao se ingerir proteinas, numerosos peptideos podem ser produzidos em varios
estagios da digestdo humana no estdmago e no intestino delgado. Foram evidenciadas.
em varios desses peptideos, atividades bioldgicas importantes. Essas atividades
bioldgicas s&o inumeras podendo ser citadas funcdes opidide, antiipertensiva,
imunorreguladora, antibacteriana, antiagregadora, antitrombadtica etc. A esses peptideos
que possuem atividades bioldgicas, fol dado o nome de peptideos bioativos (Mcintosh,
et al. 1998; Xu, 1998).

Desde 1979 varios peptideos bioativos derivados do leite vém sendo localizados,
identificados e seqlienciados, mostrando possuir varias atividades “in vitro” e “in vivo”.
As proteinas do leite, por possuirem importancias fisiolégicas extras, ndo sdo mais

consideradas apenas como suporte de aminoacidos para mamiferos em crescimento.

Alem do valor bioldgico, escore quimico e da eficiéncia protéica como um todo,
as proteinas do soro de ieite podem causar mudangas fisiolégicas e metabdlicas no
organismo que a ingere. O conhecimento dessas diferencas em relacao a caseina e as
outras fontes protéicas dietéticas pode ser de grande valia para varias situacbes. Além
do fornecimento de peptideos bioativos, das caracteristicas estruturais citadas que
resultam em uma maior velocidade de absorgéo e seus efeitos metabdlicos/fisiolégicos,
a composicao aminoacidica (sulfurados, aminoacidos de cadeia ramificadas, etc.) dos
peptideos derivados do Concentrado Protéico de Soro de leite (CPSL), entre outras

propriedades, tém chamado a aten¢do de varios pesquisadores.
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Composi¢cdo Aminoacidica
Aminoacidos Sulffurados

CPSL e sistema imune

O CPSL possui alta concentracdo de aminoacidos sulfurados, principaimente
cistina, que contém cisteina. Esse aminoacido semi-essencial é precursor indispensavel
da glutationa (GSH). A glutationa é molécula multifuncional encontrada nas células dos
tecidos animais gue auxilia na eliminagéo de compostos xenobidticos, alguns dos quais
carcinogénicos. QOutras fungbes sa@o de ajudar na funcionalidade do sistema
imunoldgico. A glutationa age como antioxidante destruidor de radicais livres, como as
especies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), pelo gque se considera
também como agente protetor contra efeitos danosos de bactérias, virus e poluentes
(Mclntosh, et al.1998).

CPSL e cancer

Nos ultimos anos, tém sido feitos estudos experimentais e epidemioldgicos
para avaliar o efeito da alimentag&o habitual no desenvolvimento de cancer. Esses
testes focaram, principalmente, as fibras dietéticas e as gorduras. Mais recentemente,
micronutrientes e outras substancias ‘nutracéuticas” ou “funcionais” (nomes mais
comuns) tém sido avaliadas. Enguanto isso, pouco conhecimento se adquiriu sobre as
proteinas dietéticas e a carcinogénese. Alguns experimentos avaliaram a quantidade
consumida de proteina e de aminoacidos (Visek, 1986). Os primeiros estudos a esse
respeito sugeriram o efeito do consumo de produtos lacteos no desenvolvimento de
tumor e, atualmente, sao as proteinas do leite e seus fornecimentos de peptideos o
maior foco de pesquisa. E hoje de grande interesse o papel das proteinas do leite na

prevencgdo do cancer {(Fonseca, et al., 1999, Parodi, 1998).



Mais especificamente, como dito, as proteinas do soro de leite, por serem ricas
em substratos sulfurados, aumentam a concentracdo de glutationa (GSH) em varios
tecidos. Isso sugere uma anulagdo da inibicdo da sintese de GSH e uma inibicao da

carcinégénese pelas proteinas de soro de leite (Bounous, et al., 1991, Parodi, 1998).
CPSL e Imunodepresséo

Seguindo a mesma linha de raciocinio, por serem as proteinas de soro
estimuladoras do sistema imunoldgico, alguns pesquisadores ja as sugerem no

tratamento de pacientes imunodepremidos (Bounous, et af. 1993).

CPSL. e fadiga muscular na atividade fisica

O estresse oxidativo contribui para a fadiga muscular. Como o GSH é o
principal antioxidante intracelular e sua sintese € dependente da biodisponibilidade de
cisteina, o fato das proteinas de soro de leite serem uma boa fonte de cisteina pode
aumentar o GSH intracelular e retardar a fadiga. A suplementacao de outras formas de
cisteina como N-acetilcisteina pode retardar a fadiga muscular (Reid, et al., 1994).
Porém, existem significativos efeitos adversos relacionados com a cisteina extracelular.
A cisteina na forma de glutamilcisteina entra na célula mais rapidamente. O
concentrado protéico de soro de leite possui relativa abundancia de glutamilcisteina

guando hidrolisado pelas enzimas digestivas humanas (Lands, et al., 1999).

Aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina)

Varios trabalhos foram realizados com suplementacao de aminoacidos de cadeia
ramificada para praticantes de atividade fisica. Podemos lembrar que a forma mais
rapidamente biodisponivel dessa suplementa¢io ndo € na forma de aminoacidos
cristatinos, e sim dos peptideos que contem os residuos de aminoacidos. As proteinas
de soro de leite possuem boas quantidades destes aminoacidos, principalmente leucina
(Regester, 1996). Esses também podem ser Uteis na nutricio clinica hospitalar para
recuperacdo de debilitados (Friihbeck ,1998, Borie, ef al. 1997).



Triptofano

A serotonina, um neurotransmissor, pode melhorar a capacidade de superagéo
do estresse e da depressdo. A o-lactalbumina, proteina do soro de leite, é
particularmente rica em friptofano podendo aumentar os niveis desse aminoacido no
plasma sanglineo de quem a consome. O ftriptofano plasmatico € o precursor da
serotonina no hipotalamo e sua captagdo pelo cérebro é diretamente proporcional a
concentracdo sérica (Markus, et al., 2000). A relagdo entre triptofano e aminoacidos de
cadeia ramificada (ACR) na circulacdo é determinante para um maior producado de
serotonina, pois o triptofano compete com os ACR pelo sitio de entrada no hipotalamo
(Newsholme, et al., 1992).

Possiveis desvantagens do CPSL

Mas como em nutricdo tudo tende a um equilibrio, & coerente aqui tentar
amenizar a euforia a estes “superalimentos” e lembrar alguns possiveis riscos

provenientes do consumo destas fontes proteéicas.

E preciso esclarecer alteragbes indesejaveis possiveis de ocorrer no uso crdnico
e agudo do CPSL. Além dos efeitos alergénicos, principaimente da p-lactoglobulina,
mesmo nos hidrolisados enzimaticos, € preciso observar melhor efeitos adversos como
resisténcia periférica a insulina e danos as células musculares provocados por altos
niveis de aminoacidos plasmaticos (Lancha Jr., 199%), deplecdo de calcio (Hegsted,

1987), entre outros.

A c-lactalbumina pode aumentar os niveis de triptofano no plasma sanguineo,
coma descrito acima, isso pode ser indesejado pelos praticantes de atividade fisica que
queiram retardar a fadiga (Newsholme, ef al., 1992). Cabe esclarecer se o fato das



proteinas de soro conterem aminoacidos de cadeia ramificada compensa e mantém o

balanco destes com o triptofano.
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3.1 Caracterizacdo e avaliacao da Qualidade Nutricional das Proteinas do Soro
Lacteo, Intactas e com Alto Grau de Hidrodlise.

André Godoy Ramos
Jaime Amaya-Farfan
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricio - FEA/UNICAMP
R Monteiro Lobato, 80, UNICAMP, Campinas, SP, Brasil, CEP 13081-970, CP 6121

Resumo

As proteinas do soro de leite, além de possuirem um alto valor biclégico e escore
quimico superior a de outras proteinas de origem animal, sdo consideradas proteinas
de rapida absorgéo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar um concentrado protéico
de soro de leite comercial (CPSL), por meio da sua composicdo aminoacidica e do seu
valor nutricional bem como de seu hidrolisado comercial. O grau de hidrolise deste
ultimo tambem foi determinado. Trés grupos de ratos Wisfar, machos (200g de peso)
foram .aiimentados com dietas purificadas (AIN-83M), contendo como Unica fonte
protéica o CPSL ou seu hidrolisado enzimatico (CPSLH) ou caseina (controle). Ambas
as formas da proteina de soro mostraram uma maior disgestibilidade in vivo em relacao
a caseina. Apesar do maior consumo de dieta pelo grupo com caseina, os trés grupos
de animais n&o apresentaram diferengas significativas no crescimento, nem nas
concentragdes de insulina plasmatica e nem no glicogénio muscular ou hepatico, que
pudessem ser atribuidas ao tipo de proteina na dieta. Os resultados demonstraram que
a qualidade nutricional das proteinas do soro de leite, independente de hidrolise prévia,
& comparavel a da caseina, com aita retencao de nitrogénio, alto valor bioldgico e bom
coeficiente de eficiéncia protéica (PER). Concluimos, ainda, que o consumo de
proteinas de rapida absorcdo, com ou sem hidrélise, pelo organismo sedentario, nao
aumentou o anabolismo e/ou a sintese de proteinas e carboidratos (glicogénio) quando
comparado com a caseina. Estes possiveis efeitos da ingestao de proteinas de rapida
absorcao talvez 86 ocorram em animais que tenha um maior estimulo 4 captacao de

aminoacidos e glicose pela célula muscular (atividade fisica e jejum).

Palavras-chave: Proteina de soro; proteina hidrolisada; retencao de nitrogénio;

metabolismo protéico



Abstract

Characterization and Evaluation of the Nutritive Quality of Milk-Whey
Proteins in both the Intact and Highly Hydrolyzed States

Milk whey proteins, in addition to its high biologicai value and chemical score, as
compared to other proteins of animal origin, are considered as fast proteins due to their
high absorption rate. This work characterizes a commercial cow's milk whey protein
concentrate (WPC) and a hydrolyzate (HWPC) with high degree of hydrolysis, with
regard.to their amino acid composition, degree of hydrolysis and classical nutritive value.
For the nutritional study, three groups of rats (male Wistar, 200g) were fed diets (AIN 93-
M) containing either WPC, HWPC or casein (control) as the only source of protein. Both
of the whey proteins showed higher in vivo digestibility than casein. In spite of the fact
that diet consumption by the casein group was significantly higher, this did not lead to a
significant difference in growth. In addition, no differences were noticed in both plasma
insulin and muscle or liver glycogen, that could be attributed to the type of dietary
protein. Results show that the milk whey proteins, regardless of being or not hydrolyzed
prior to ingestion, are of nutritive quality comparable to that of casein, exhibiting high
nitrogén retention, biclogical value and protein efficiency ratio. It is concluded that short-
term consumption of the fast proteins of milk whey by the sedentary rat did not increase
anabolism or promoted the synthesis of proteins or carbohydrates (glycogen), as
compared to casein. The possibility that metabolic alterations upon consumption of fast
absorbing proteins do occur under activity or dietary conditions that stimulate a higher

amino acid uptake, however, is not necessarily excluded.

Keywords: protein hydrolyzate; protein metabolism; whey protein; protein dietary



3.1.1 Introdugéo

O Concentrado Protéico de Soro de Leite é, hoje em dia, uma das principais
fontes protéicas utilizadas em suplementos alimentares industrializados para consumo
humano de forma terapéutica ou n3o. As proteinas lacteas presentes no soro possuem

alto valor nutricional, alto valor bioldgico e boa digestibilidade (Regester, et al., 1996).

Além dessas qualidades, outros propriedades das proteinas do soro tém
chamado a atenc&o de pesquisadores, como sao a grande facilidade com que liberam
0s seus aminoacidos a corrente sanguinea, gerando um maior estimulo as vias
anabolicas, particularmente a sintese protéica (Friihbeck, 1998; Borie et al.,1997), e
também a caracteristica potencializadora do sistema imunologico (Bounous, et al.,
1991, Mcintosh, ef a/.1998; Parodi, 1998; Fonseca, et a/., 1999). Essas proteinas, por
serem’  solUveis, permanecem menos tempo no estdmago, chegando,
consequentemente, mais rapido no duodeno e fazendo com que seus peptideos
tenham uma maior velocidade de absor¢ao. O bom escore quimico das proteinas do
soro lacteo pode, também, alterar a sintese protéica e de glicogénio muscular. Isso
poderia ocorrer devido a um aumenio na secrecdo de insulina estimulada pela
concentragao de aminoacidos de cadeia ramificada. A rapida disponibilidade de
aminoacidos na corrente sangiiinea tambem poderia estimular o0 anabolismo protéico
em individuos submetidos a degradacao de proteinas musculares (Biolo, et al. 1997).
Porem, uma vez reduzida a disponibilidade de aminoacidos, o estimulo da insulina

sobre a sintese proteica pode diminuir (Biolo ef al. 1999)

Como inicio de uma série de trabalhos, este experimento visou avaliar a
qualidade nutricional do concentrado protéico de soro de leite, sendo tanto na forma de
proteinas intactas (CPSL), como na forma de proteinas hidrolisada (CPSLH). Além dos
parametros classicos acima mencionados, o trabatho objetivou avaliar os efeitos da
alimentacédo com essas fontes protéicas na concentracdo sérica de insulina e nos

estoques de glicogénio muscular e hepatico do rato, durante um periodo de 10 dias.



3.1.2 Material e Métodos

Fontes Protéicas

As matérias-primas proféicas, derivadas do soro de leite, utilizadas neste
experimento foram doadas pela empresa NZMP do Brasil Ltda., Sao Paulo. A empresa
forneceu dois produtos: ALACEN ™ 895, concentrado protéico de soro de leite (CPSL) e
ALATAL™ 821, concentrado protéico de soro de leite hidrolisado (CPSLH). Estes dois

produtos foram fabricados pela New Zealand Milk Products, INC.

Determinagéo do perfil aminoacidico das fontes protéicas utilizadas

Para analise das proteinas do soro de leite e seu hidrolisado enzimatico,
amostras de CPSL e de CPSLH foram submetidas a hidrélise com solucao 6 N de HCI,
a 110°C, por vinte e duas horas. O acido cloridrico foi evaporado em rota-evaporador
apos filtragado em vidro poroso. O conteudo foi diluido e transferido para um baldo com

tampao citrato de sédio (pH 2,2) com quinze por cento de polietilenoglicol-400.

A composicao qualitativa e quantitativa dos aminoacidos do CPSL e os
oligopeptideos foi realizada no cromatografo Thermo-Separation Products (Riviera
Beach, Fla, U.S.A)) com coluna de troca idnica de resina poliestirénica sulfonada e
deteccdo pos-coluna com ninidrina (Pickering, Mountain View, U.S.A.; método de
SPACKMAN ef al., 1958). A deteccao foi feita nos comprimentos de onda 570 e 440 nm,
na escala de 0,0 ate 0,1 de absorbancia. Foi usada uma solugdo padrao de aminoacido

(Pierce Chemicals Company, Inc.. Rockford, U.S A}, como padrio externo.

Determinagdo do conteudo de aminoacidos livres no proteolisado

enzimatico de soro de leite

Foram feitas duas técnicas de extracdo de aminoacidos livres, uma na qual

usamos o acido sulfosalicilico (SSA) como agente precipitante da proteina e outra em



que o agente precipitante foi o acido tricloroacético (TCA). No primeiro caso, 4ml de
SSA 3,5% foram adicionados a um grama de amostra, agitado-se e centrifugando a
8000 rpm durante 15 minutos. Uma aliguota de 0.4 m! foi retirada e diluida em 0,2ml de
tampéo citrato de litio (0,15N) e estocado até a analise quantitativa, conforme descrito
écima.

Para as amostras extraidas com TCA, 1g do hidrolisado foi suspenso em 100mi
de agua. Posteriormente, 10ml da aliquota formada foram misturados a 10mide TCA a
20% e entdo centrifugado a 12100xg durante 15 minutos. Retiramos a porgdo
precipitada e a parte solavel foi injetada no analisador de aminodacido para a mesma

analise quantitativa citada no paragrafo anterior.

Analise do grau de Hidrolise do CPSH

-‘Primeiramente, 1g do hidrolisado foi suspenso em 100mi de agua destilada.
Retirou-se 1 mi da aliquota para analise quantitativa de nitrogénio pelo método de
micro-Kjeldahl (AOAC, 1975). Entao, 10ml da mesma aliquota foram misturados a 10ml
de TCA a 20% e a mistura centrifugada a 12100xg durante 15 minutos. Foi quantificado
o conteldo de nitrogénio (micro-Kjeldahl) na porcéo sobrenadante do centrifugado O

percentual do grau de hidrélise foi determinado através da seguinte formula (Kim, 1990):

NsolivelTCA,,
Ntotal

YNGH = X100

Dietas

As dietas experimentais foram preparadas segundo a formulacdo preconizada
pelo American Institute of Nufrition (Reeves, et al., 1993) para a dieta AIN-93-M,
utilizada para manutencao de roedores. A composicdo comum das dietas em 1000g foi:
132,000g de amido de mitho dextrinizado, 100,000g de sacarose, 70,000g de oleo de
s0ja, 35,0009 da mistura de minerais, 10,000g da mistura de vitaminas, 3,500g de
bitartarato de colina, 0,014g de tert-butilidroguinona.
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Foram determinados os teores de proteina dos produtos protéicos CPSL
(ALACEN ™ B895) e CPSLH (ALATAL™ 821) pelo método de Kjedahl (AOAC, 1975).
Feito isto, as dietas foram ajustadas nos seus conteddos de carboidrato (amido de

milho), com vistas a serem isoprotéicas (10%), isoenergéticas e isolipidicas.

Para o grupo controle foi elaborada uma dieta semelhante contendo, como dnica

fonte protéica, caseina acrescida de 3g de L-cistina por kg.

Animais
Para os ensaio biologicos foram utilizados ratos (n=30) machos, de linhagem

Wistar, de 200g de peso corporeo aproximado, provenientes do Centro de Bioterismo

da Universidade Estadual de Campinas ~UNICAMP.

Ensaijo Bioldgico

Os animais foram distribuidos em trés grupos conforme as dietas isoproteicas
(10%)‘e isoenergéticas: Grupo 1 (n=10) — Dieta padrao de caseina ; Grupo 2 (n=10) —
Dieta com CPSLH e Grupo 3 (n=10) — Dieta com CPSL. Os ratos foram mantidos em
gaiolaé individuais, em uma sala de temperatura controlada (22°C) e com periodo
dia/noite de 12h, com racao (dieta) e agua ad fibitum. O ensaio teve duracido de doze
dias, tendo sido feita a coleta de urina e fezes no periodo do sexto ao nono dia. No
décimo dia, apos jejum de 12 horas, retirou-se amostra de sangue pela cauda para

analise de insulina, sendo alimentacao retomada em seqguida.

Vinte e quatro horas depois, no décimo segundo dia, os animais foram
sacrificados com um jejum de quatro horas para diminuir as diferencas em relagcfo ao
tempo da ultima ingestdo de alimentos. Para o sacrificio, foi injetado de forma
subcutanea cerca de 0.31 ml de solucdo anestésica pentobarbital sédico (HYPNOL®)
na concentragdo de 30mg/mi. Esta quantidade foi calculada para cada animal a fim de

administrar 0,46mg do anestésico por grama de peso corporeo. Amostras de figado e



de musculo (sdleo e gastrocnémio) foram extraidas para a determinacao do teor de
glicogénio.

O experimento passou por avaliacdo da Comissao de Etica na Experimentagéo
Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

Coleta de material

Nos uitimos quatro dias, foram coletadas as fezes e a urina dos animais para
determinacao de nitrogénio fecal e urinario. As fezes foram secas em estufa a 40°C até
se manterem em um peso constante e, logo apos, trituradas. A determinacao de
Nitrogénio da amostras de urina e fezes de cada rato foi feita pelo método de micro-
Kjedahl (AOAC, 1975).

Determinacbes do ensaio biologico

Os calculos da Digestibilidade Aparente (D), do Balanco de Nitrogénio (BN),

Valor Biologico Aparente (VB,) (Sgarbieri, 1996), seguiram as seguintes férmulas:

_ NI - NF NA

D x100 = —x 100
NI

BN = NI — (NF + NU)
IN.[ - (NF + ‘N [/ ) < ]OO — iy\’;f'rnnfu
NI — A‘TF N absorencio

ganhodepes o(g)

VBe = x 100

PER =

proteinain gerida (g)

NPU = AR x 100
N

onde: N/ = nitrogénio ingerido, NR = nitrogénio retido, NF = nitrogénio fecal, NA =

nitrogénio absorvido e NU = nitrogénio urinério.
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Glicogénio muscular e hepatico

Foi feita a determinagao de glicogénio muscular em duas etapas: extracao do
glicogénio pelo metodo de Sjorgreen, et al. (1938) e colorimetria preconizado por Lo Siu
& Taylor (1970).

A determinacéo de glicogénio nos tecidos musculares e hepaticos foi realizada

conforme os seguintes passos:

1- Peéagem das amostras imediatamente apds a extracdo do tecido. As fragdes
obtidas do tecido hepatico pesaram ao redor de 500mg; as amostras de muasculo

pesaram 100g (s6leo) e 200g (gastrocnémio).

2- Acondicionamento imediato em tubo de ensaio com 2mli {figado) ou 1TmL (mdsculo)
de solugao de KOH a 30%.

3- Digestao em "banho-maria” a 100°C por 60 minutos.

4- Precipitacao do glicogénio. Adigdo de 200ul(figado) ou 100ul (muscuio) de Na,SO,
agitacao e acréscimo de 7mLbL (figado) ou 3,5ml(musculo) de alcool etilico

Centrifugacao a 4000 rpm por 10min. O sobrenadante foi descartado.

5- O 'precipitado foi suspenso em 25 mlL (figado) ou 5mL (musculo) de agua

desionizada.
8- Fase colorimétrica

Em tubo de ensaio, adicionamos 800uL (musculo) ou 950ul. (figado) de agua
destilada, 10ul de fenol e 200uL (musculo) ou 50ul (figado) da amostra e mais 2,5mL
de acido sulfurico. Os tubos foram colocados em “banho-maria” por 10 minutos. A curva
padréo foi preparada a partir de 4 padrdes com 25ul, 50ul ,100uL e 150ul de
“solugcado mae” de glicose a 0,2% mais 5ml de agua destilada. Retirou-se 1mL de cada
uma das solugdes para 4 tubos de ensaio(triplicata) e adicionou-se 10ul de fenol e

2.,5mL do acido sulfdrico.

Por fim, foi realizada a leitura em espectrofotémetro a 490nm.



Insulina

A insulina sérica foi determinada por radioimunoensaio (Hebert ef al., 1865). As
amostras do soro sangiineo dos ratos foram retiradas em dois momentos, uma com o
animal em jejum e outra apds o sacrificio. Primeiramente, retirou-se 75 ul de sangue da
extremidade da calda dos animais em jejum, através de capilares sem anticoagulante,
que foram acondicionados em ependorfes com 200 ul de solucdo salina 0.9 % e
centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm e entao retirado o soro. Ja as amostra dos
animais sacrificados o sangue retirado logo apds o sacrificio foi imediatamente

centrifugado e retirado o soro.

Foram retirados, em duplicatas, 100 ul destas amostras de soro sangiineo nos
quais receberam a seguir 0,2 ml de uma solugdo contendo anticorpo anti-insulina
(1:200) e insulina marcada com '*°l (tragador) em tampéo fosfato pH 7.4 acrescido de
NaCl 0,9% e albumina 0,5%. Apés 48h de incubacao, preparou-se carvao para RIE da
seguinte forma: para 100 m! de tampao fosfato, albumina 0,5% (0,5g), Dextran T 70
0,25% (0.25g) e carvao 2,5% (2,5g). Apos 20 minutos em geladeira agitando
constantemente, pipetou-se 200ul desta solugdo carvdo em todas as amostras, que
por sua vez, foram agitadas e mantidas durante 20 minutos em geladeira. Os tubos
foram centrifugados a 2600 rpm por 20 minutos a 4°C, desprezou-se o sobrenadante e

a radiacao gama do precipitado foi lida (Scott, et al., 1981).

Analise Estatistica dos Dados do ensaio biolégico (n = 10x3)

As diferencas entre os grupos da Digestibilidade Aparente (D), do Balango de
Nitrogénio (BN), Valor Bioldgico Aparente (VB,), Utilizacdo Liguida da Proteina
Aparente (NPU;) e o Quociente de Eficiéncia Protéica (PER) foram avaliados e os
dados numericos submetidos & anélise de variancia e teste de Duncan e Tukey.

considerando diferenca significativa o valor de P<0,05.
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3.1.3 Resultados

Os perfis aminoacidicos das fontes protéicas utilizadas no experimento foram
bastahte coincidentes nas duas formas de concentrado protéico de soro de leite.
Apenas o teor de cistina no CPSLH se mostrou menor do que no CPSL. Os
aminoacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina), a treonina e a lisina
estdo em maior quantidade no soro lacteo do que na caseina (Figura 1). Observa-se
també{n que os sulfurados (cistina e metionina) estdo em maior quantidade nas

proteinas do soro de leite.

Ao compararmos outras proteinas de alto valor biologico (Tabela 1), observa-se
que as proteinas do soro de leite possuem um excelente escore quimico chegando a

ser superior a outras proteinas de origem animal.

CJCPSL B caseina

mg/100mg de proteina

Figura 1. Comparacao dos perfis de aminoacidos do CPSL, hidrolisado e intacto, com
a caseina.
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Tabela 1. Comparag¢do dos perfis aminoacidicos do concentrado protéico de soro de
leite, intacto e hidrolisado, com outras proteinas de alto valor biologico.

Aminoacidos Composigao Observada

(mg/g de proteina Leite Ovo* Leitede Came  CPSL CPSLH
bruta) Humano* Vaca* Bovina*

Histidina 26 22 27 34 21 25
isoleucina 46 54 47 48 60 61
Leucina 93 86 85 81 149 138
Lisina 66 70 78 89 126 108
Metionina+cistina 42 57 33 40 62 40
Fenilalanina+tirosina 72 93 102 80 75 67
Treonina 43 47 44 46 52 55
Triptofano 17 17 14 12 25 20
Valina 55 66 64 50 57 60
Total incluida 460 512 504 479 627 574
histidina

Total excluida 434 480 477 445 606 549
histidina

*Fonte: FAO/WHOQ, 1985.

O grau de hidrolise (GH) do proteolisado usado neste experimento, pelo método
acima descrito, resultou em 31,6%, o gue demonstra concordancia com o valor
declarado pelo fabricante (29%). A Figura 2 e a Tabela 2 mostram que os aminoacidos
livres do CPSLH sao, basicamente: arginina, fenilalanina, tirosina, lisina e leucina, e se
compararmos com um hidrolisado de alfa-lactalbumina de menor grau de hidrolise (GH

= 14,4 %), observa-se uma quantidade bem menor de aminoacido na sus forma livre.
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Figura 2. Quantidade aproximada de aminoécidos livie no CPSLH (ALATAL 821} e
albumina hidrolisada (oligopep)

Tabela 2: Quantidade aproximada de aminodcidos livres no CPSLH(ALATALS21)

Aminoacidos (AA) AA totais AA livres AA livres
(mg/100mg) (mg/100mg) (% do total)
Serina 4.5 0,3 b
Prolina 51 0,5 10
Leucina 13,8 1,5 11
isoleucina 6.1 0.3 4
Tirosina 3.2 1.7 42
Fenilalanina 3.4 1,3 36
Lisina 10,8 3.4 29
Arginina 3,8 1,6 37

A Figura 3 mostra que o crescimento dos animais, a partir do quinto dia de
alimenfacéo, foi semelhante nos {rés tratamentos. A diferenga no crescimento dos ratos
alimentados com caseina (nao significativa) deve-se ao maior consumc de dieta. A

Tabela 3 mostra que o consumo de dieta do grupo da caseina foi maior no periodo em




que foi feito o balango de nitrogénio (sexto ao nono dia). Por este motivo, o coeficiente
de eficiencia protéica (PER), que leva em consideragdo o consumo de proteina, nao
diferiu, significativamente, entre os trés grupos, mostrando até valores maiores para os

grupos alimentados com proteinas de soro facteo.

Tabela 3. Avaliacao da Qualidade protéica em ratos adultos jovens (n=10).
Parametros de Crescimento |

Dieta Consumo NI BN VB Da NPU PER

Dieta (g) Q) |
CPSLH 537,18 (7.6)a 6,09 (0.9 6,16 (0.8) 91.35(1.2) 98.94 (0,13 90,29(2.1) 2,39 (0,29}

CPSL | 57,89 (8.5)a  625(1.4)  3583(0.9)  91.69(0.9) 99.08(0.1)¢ 89.87(2.1)  2.76 {0.86,
Caseina | 66,48 (6,6)6 726 (2.1)  6,59(0,7) 90,84 (0.,7) 97.69(0,1)p 87,76 (3.9)  2.34 (0.36)
NI = nitrogénio ingerido. N = Balango nitrogenado. VB = valor bioldgico e Da =

digestibilidade aparente. Valores médios (+DP) com letras diferentes possuem diferenca
significativa (Duncan e Tukey). Os resultados que nao apresentam letras séo iguais
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Figura 3. ganho de peso corporal de ratos durante 10 dias de alimentacédo com CPSL,
hidrolisado e intacto, e caseina.



A insulina plasmatica nao diferiu nos trés grupos, porém a figura 4 mostra que a

concentragdo dos animais alimentados com CPSLH foi ligeiramente menor,

Como os animais que ingeriram a dieta com caseina (grupo controle)

consumiram uma quantidade maior de alimentos e, conseqlentemente, uma

quantidade maior de carboidratos, poderiamos esperar que este grupo obtivesse uma

maior recuperagao da reserva do glicogénio muscular gasto com o exercicio.

Entretanto, as reservas de glicogénio muscular nao se diferenciaram em nenhum dos

trés tratamentos. O mesmo aconteceu com o glicogénio hepatico que permaneceu

inalterado com o consumo das trés dietas (Tabela 4).

Insulina (ng/mL)

0,5 A

CPLSH CPLS Caseina

Figura 4. Efeito do tipo de proteina da dieta na concentracéo de insulina sérica de ratos
(n=7) em jejum de 12 horas. Ndo contém diferenca significativa. (Ducan e Tukey).

Tabela 4. Efeito do tipo de proteina na dieta na concentracéo de glicogénio hepatico e
muscular de ratos (n=7). Valores médios (zDP).

GLICOGENIO MUSCULAR E HEPATICO
(mg/100mq de tecido)
Dieta GASTROCNEMIO SOLEO FIGADO
CPLSH 0,28 (0,03) 0.20 (0.03) 2,95 (0,43)
CPLS 0,29 (0,04) 0.21 (0.04) 3,08 (0.17)
Caseina 0,29 (0,02) 0,24 (0,01) 3,14 (0,03)

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos (Ducan e Tukey).



3.1.4 Discussiao

Os resultados mostraram que, comparando as proteinas de soro de leite com a
caseina, podemos observar que, como descrito por Regester, ef al. (1996), quase todos
os aminoacidos nutricionalmente essenciais apresentaram concentragcdes mais

elevadas nas proteinas do soro.

Como os aminodcidos sulfurados (cistina e metionina) estdao em maior
quantidade nas proteinas do soro de leite (Figura 1) e os nossos ensaios requeriam
proteinas de alto valor biolégico, foi acrescentado L-cistina na dieta que tinha caseina
como fonte protéica. E importante lembrar que, das varias formas que aparece a cistina,
a glutamilcisteina, bastante presente no soro lacteo, tem sido relatada como um

peptideo potencialmente bioativo.

Os produtos comerciais utilizados em nosso experimento, com hidrélise prévia ou
nao, apresentaram a boa composicdo de aminoacidos nutricionalmente essenciais
conforme esperado para um produto a base de concentrados protéicos de soro de leite.
Em relagao a hidrolise prévia, o hidrolisado apresentou um bom escore quimico apesar

de inferior ao do intacto.

Tassi et al. (1998) verificaram alguns efeitos metabolicos no rato exercitado.
guando alimentado com hidrolisado de alfa-lactalbumina comercial (oligopep). Eies
observaram, entre outros efeitos, que estes animais treinados por c¢inco semanas
preservaram glicogénio muscular durante atividade fisica prolongada. Usamos a mesma
metod{;iogia para verificar que o grau de hidrélise (GH) dessa fonte protéica hidrolisada
foi de 14,4%, sendo inferior aoc GH do hidrolisado (CPSL) usado no presente
experimento que apresentou um GH perto dos 30%. O CPSLH apresentou cerca de
10% de aminodcidos livres enquanto a lactalbumina utilizada no experimento de Tassi
et al. (1998), em que os animais apresentaram maiores reservas de glicogénio e
concentracbes de albumina plasmatica no final do exercicio exaustivo. mostrou uma

concehtragéo de aproximadamente 1% de aminoacidos livres (Figura 2).

Acreditamos que, além da concentracdo de cada tipo de proteina de soro lacteo,

as diferencas metabolicas apresentadas nos estudos de Tassi et al., em comparacéo



com o presente experimento, deram-se devido & forma em que a fonte protéica foi
apresentada. Mais exatamente, podemos citar: o grau de hidrélise e o tipo de enzima
utiizada na tecnologia de produgdo dos hidrolisados protéicos. Os resultados
mostrados na Figura 2 confirmam que estes fatores influenciam na concentracao de
aminoacidos livies do produto hidrolisado. Provavelmente os efeitos fisiologicos
inicialmente esperados para as proteinas de mais rapida absor¢gac tenham sido
reduzidos devido a uma alta concentracao de aminoacidos livres. Os Aminoacidos livres
$30 m‘ais dificeis de atravessarem a mucosa intestinal em relacdo aos peptideos e
demonstram ter uma menor eficiéncia protéica (Zaloga 1991, Adib 1997). Ha relatos na
literatura (Boza et al., 1995; Boza et al., 2000) de que as proteinas hidrolisadas teriam
melhor eficiéncia na sintese protéica e de substratos energéticos. Porém, é preciso
mais esclarecimentos quanto ao limite de hidrélise para cada metodologia aplicada. isto

€, para cada tipo de enzima ou grupo de enzimas utilizado.

As concentracbes de glicogénio muscular e hepatico dos animais sedentarios
nao se alteraram, mostrando, neste caso, uma igualdade na eficiéncia protéico-
energética das trés formas das proteinas utilizadas independente do tipo e forma da

fonte protéica.

O CPSLH em comparacdo ao CPSL apresenta cerca de 10% do total de
aminoacidos na sua forma livre com a presenga significativa de apenas cinco
aminoacidos livres: leucina (11% do total na proteina intacta), tirosina (42%),
fenilalanina (36%) lisina (29%) e arginina (37%). Ao contrario do que se pode pensar, a
biodisponibilidade dos aminoacidos, quando ingeridos na forma de aminoacidos livres. &
menor que os peptideos, que sdo mais rapidamente absorvidos no lumem intestinal
(BORIE et al,, 1997, ADIB, 1997). Ha produtos no mercado de suplementos alimentares
para praticantes de atividade fisica vendidos como suplementos de aminoacidos,
derivados de proteinas de soro de leite hidrolisados, com equivocado apelo
mercédolégico por ndo levar em consideracac a quantidade de aminoacidos livres ou
peptideos de baixo peso molecular resultantes da tecnologia de fabricagao (grau de

hidrélise e enzimas proteoliticas).
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“Na auséncia de estimulo fisico (regime sedentario), os animais que se
alimentaram com caseina tiveram um ganho de peso ligeiramente superior aos
restantes, fato que nao pode ser atribuido a proteina em si, uma vez que houve um
maior consumo de dieta pelo grupo controle (caseina). Os animais que receberam a
dieta com o hidrolisado (CPSLH) mostraram resposta represada, de tal forma que foram
necessarios quatro dias para comecarem a consumir quantidades semelhantes as dos
grupos com proteina intacta. Nao dispomos de qualquer explicacéo para essa rejeicao
inicial, mas fatores como aroma ou gosto amargo da proteina hidrolisada nao podem
ser descartados. A partir do quinto dia de alimentacao, a linha de crescimento do grupo

alimentado com CPSLH alcangou a do alimentado com CPSL.

O valor nutritivo de uma proteina depende de vérios fatores: composicao:
digestipilidade; biodisponibilidade dos aminoacidos; auséncia de toxidade, intolerancias
ou alergias; auséncia de propriedades antinutricionais. Para os animais em estudo
(adultos jovens), a maior digestibilidade das proteinas do soro ndo contribuiu para uma
maior eficiéncia protéica em relacdo a caseina. Todas as fontes protéicas utilizadas nas
dietas (caseina, CPSL e CPSLH) mostraram um alto valor biolégico. Os resuitados na
curva de crescimento (Figura 3) podem levar a crer em uma melhor eficiéncia da
caseina em relagdo ao concentrado protéico de soro de leite. Entretanto, o fato do
grupo alimentado com caseina ter tido um maior consumo de dieta (Tabela 3), mostra
uma igual ou melhor eficiéncia das proteinas do soro lacteo em relacdo a caseina que
mostrou o coeficiente de eficiéncia protéica (PER) tendendo a ser menor (sem diferenca

estatisticamente significativada).

Os valores plasmaticos de insulina mantiveram-se iguais 0 que mostrou que |
agudamente, o suposto maior estimulo a secregao de insulina das proteinas do soro de
leite, esperado por nos, pode nado ter ocorrido. O fato & que o que houve foi uma
tendéncia a diminuicao, sem diferenca significativa, na insulina plasmatica do grupo
alimentado com (CPSLH). O provavel motivo para isso pode ser o fatc do alto grau de
hidrolise e o consequente alto teor de aminoacidos livres terem diminuido a velocidade
de absorcao de aminoacidos pelo intestino, tornando o fornecimento destes ao plasma

mais demorado e, com isto, reduzido o estimulo & secrecdo de insulina. Ja grupo
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controle (caseina) compensou este estimulo & secrecdo de insulina com o maior
consumo de dieta que proporcionou uma quantidade de carboidrato ingerida mais

elevada durante o periodo em que a ragdo foi fornecida ad libitum.

‘Como nao houve alteragdes na insulina plasmatica e, provavelmente, na
secrecdo de insulina neste periodo de dez dias de alimentacao com as dietas, o
acumulo de glicogénio, tanto hepatico quanto muscular (Tabela 4), foi semelhante para
os trés grupos de animais uma vez que a quantidade caldrica, protéica e de
carboidratos fornecidas em ambos os grupos foram iguais. A Tabela 4 mostra os
valores de glicogénio muscular e hepatico que nao diferiram significativamente, apesar
das diferentes proteinas ingerida. De acordo com estes resultados, em recente
pesquisa, Van Hall et al., (2000) observaram que, quando a ingestao de carboidratos é
em quantidade suficiente a captacdo de glicose e a sintese de glicogénio ndo se

alteram com a ingestao de proteina.

3.1.5 Conclusdes

A hidrolise enzimatica prévia do concentrado protéico de soro de leite de vaca
(CPSL) nao alterou significativamente a composigio aminoacidica da fonte protéica

produzida comercialmente.

As proteinas do soro de leite de vaca possuem um bom escore quimico. sendo
superior ao padrao FAO-OMS. Em relag&o a caseina, evidenciou-se que o CPSL possui
maior quantidade de aminoacidos nutricionalmente essenciais, como os de cadeia
ramificada (leucina e isoleucina), bem como lisina e treonina. As concentracbes de

aspartato e asparagina e de cisteina (cistina) também foram superiores.

Quanto ao valor nutricional do CPSL, podemos concluir que, apesar da maior
digestibilidade aparente das proteinas de soro de leite, quer hidrolisadas ou ndo, estas
nao apresentaram maior valor nutricional para o rato normal e sedentario em relacio a
caseina, quando administradas na sua forma pura. Entretanto, considerando o fato das

proteinas do CPSL possuirem excessos de lisina, treonina e aminoacidos de cadeia



ramificada, além de aspartato e asparagina, as suas propriedades nutricionais poderiam
mostrar vantagens sobre a caseina no caso de serem administradas a individuos
fisicamente debilitados ou submetidos a esforcos fisicos, ou no caso das mesmas

serem misturadas com proteinas de origem vegetal.

Baseado nos resultados da concentragdo de insulina plasmatica e de glicogénio
muscular, concluimos que a ingestao de concentrado protéico de soro de ieite, tanto o
intacto quanto o hidrolisado, pelo animal sedentario, nao influenciou significativamente
nem a concentragao de insulina plasmatica e nem a captagao de glicose pela célula

muscular.

O concentrado de soro lacteo, com ou sem hidrélise, apresentou um coeficiente
de eficiéncia protéica (PER) igual ao da caseina tendendo até a ser maior. Isto nos leva
a concluir que o consumo de proteinas de rapida absorcdo, com ou sem hidrolise, pelo
organismo sedentario ndo aumentou o anabolismo efou a sintese de proteinas e
carboidratos (glicogénio). Possiveis efeitos da ingestao de proteinas de rapida absorcao
por animais que tenha um maior estimulo a captagdo de aminoacidos e glicose pela

célula muscuiar (atividade fisica, jejum), devem ser investigados.
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3.2. Vantagem do Proteolisado de Alto Grau de Hidrolise na Recuperacio de

Ratos Sedentdrios Submetidos a Jejum Prolongado

André Godoy Ramos
Dr. Jaime Amaya-Farfan
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutrigdo - FEA/UNICAMP

Rua Monteiro Lobato, 80, Campinas, S#o Paulo, Brasil, CEP 13081-970, Caixa Postal 6121

Resumo

As proteinas do soro de leite, além de possuirem um alto valor biologico e escore
quimico superior a outras proteinas de origem animal, s&o consideradas proteinas de
rapida absorgdo. As proteinas rapidas sdo mais eficientes na recuperacio de
organismos debilitados com uma degradacdo acentuada e um grande estimulo a
sintese protéica. Trinta ratos Wistar, machos, mantidos com racdo comercial até
atingirem cerca de 180g, foram submetidos a jejum de sessenta horas. Estes animais
foram ‘divididos em trés grupos e realimentados com dietas purificadas (AIN 93-G)
contendo como unica fonte protéica o Concentrado Protéico de Soro de Leite (CPSL), o
hidrolisado enzimatico do CPSL (CPSLH) ou a caseina (Controle). Observou-se que a
velocidade de crescimento do grupo alimentado com CPSLH foi significativamente
superior do que para o grupo alimentado com a proteina intacta (CPSL). A capacidade
das duas proteinas do soro de leite de promover o crescimento do animal. entretanto,
foi maior do que o da caseina, como mostrado pelos valores de PER, determinados

apos 96 horas da realimentacao.

Palavras-chave: jejum; crescimento; ratos; proteina hidrolisada; proteina de soro
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Abstract

Advantage of Milk-Whey Proteins with High Degree
of Hydrolysis to recovery of the Fasting Rat

Milk whey proteins, in addition to its high biological value and chemical score, as
compared to other proteins of animal origin, are considered as fasf proteins due to their
high absorption rate. Fast proteins are more efficient in the recovery of physically or
nutritionally debilitated individuals who exhibit facilitated shifts between protein
breakdown and synthesis. Thirty male Wistar rats (180g) grown with commercial chow,
were initially fasted for 60 hours, divided into three groups and then re-fed standard AIN
93-M diets, that differed only in the type of protein. Two diets contained a commercial
cow's milk whey protein concentrate (WPC), another a hydrolyzate of the former
(HWPC) with high degree of hydrolysis, and lastly, a third group with casein, as control.
It was observed that enzymatic hydrolysis of the WPC resulted in a higher growth
recovery rate of the animal, with respect to the intact WPC. Meanwhile, either form of
the whey protein (MWPC or WPC) was more efficient as a growth promoter than was
casein, as determined by their PER values 96 hours after re-feeding

Keywords: fasting; protein hydrolyzate: protein metabolism: whey protein. nutritonal recoverv
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3.2.1 Introducgao

As proteinas de soro de leite podem ser mais eficientes na recuperacao de
organismos debilitados. Espera-se que animais que tenham sido submetidos uma
degradacdo proteica/energética prévia se recuperem mais rapidamente quando
alimentados com proteinas de rapida absorcado em relagdo a outras proteinas de alto
valor biolégico. Em analogia aos carboidratos, pesquisadores elaboraram o conceito de
“proteinas rapidas e lentas” (Frihbeck, 1998). Borie ef a/.(1997) encontraram que a
ingestao de proteinas do soro de leite (“fast protein”) leva a um aumento rapido no nivel
de a:ﬁinoécidos do plasma sanglineo e um concomitante aumento na sintese de
proteina. Esta sintese protéica € menor quando, ac invés de proteinas do soro, se
ingere caseina (“slow protein”) que, por formar coagulos no estémago, leva mais tempo
para entrar no duodeno. Quanto mais rapido € a absor¢cdo e o fornecimento de
aminoacido para o pool de aminoacidos livres, ha um provavel direcionamento para as
vias anabolicas. Alguns tratamentos como a degradacao térmica (Kitabatake, 1998) e a
hidrolise enzimatica (Zaloga, 1991) influenciam na velocidade de recuperacdo de
animais submetidos a jejum. Este experimento visou analisar a velocidade de
recuperacao de trés grupos de animais submetidos a jejum prolongado e realimentados
com dietas contendo, como unica fonte protéica, Concentrado Protéico de Soro de

Leite, Hidrolisado ou Intacto, e caseina.
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3.2.2 Material e Método

Fontes Protéicas

Foram utilizados neste experimento dois produtos da New Zealand Milk Products,
INC., doados pela empresa NZMP do Brasil Ltda., Sdo Paulo: ALACEN ™ 805,
concentrado protéico de soro de leite (CPSL) e ALATAL™ 821, concentrado protéico de

soro de leite hidrolisado enzimaticamente (CPSLH).
Dietas

As dietas experimentais foram preparadas segundo a formulacéo preconizada
pelo American Institute of Nutrition (Reeves, ef al., 1993) sendo a dieta AIN 93-G
utilizada para crescimento de roedores. A composicdo comum das dietas em 1000g foi:
132,000g de amido de milho dextrinizado, 100,000g de sacarose, 70,0009 de 6leo de
soja, 35,000g da mistura de minerais, 10,000g da mistura de vitaminas, 3,500g de
bitartarato de colina, 0,014g de tert-butilidroquinona. O restante variou de acordo com a
fonte protéica. Apos determinagdo do teor de proteina (AOAC, 1975) das fontes
protéicas de soro lacteo (ALACEN ™ 895 e ALATAL™ 821), as dietas foram ajustadas
nos seus conteudos de carboidrato (amido de milho), com vistas a serem isoprotéicas

(17%) e isoenergética.

A dieta para o grupo controle foi elaborada com a exata composigéo da AIN 93-G
recomendada pelo American Institute of Nutrition (Reeves, et al., 1993), contendo, como

fonte proteica, caseina adicionada de 3g de L-cistina por kg de dieta.

Animais

Para os ensaio bioloégicos foram utilizados ratos (n=30) machos, de linhagem
Wistar, de 180g de peso corpdreo aproximado, provenientes do Centro de Bioterismo
da Universidade Estadual de Campinas ~UNICAMP.
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Ensaio Biologico

Os animais foram divididos em trés grupos conforme as dietas administradas:
Grupo 1 (n=10) — Dieta padrao de caseina; Grupo 2 (n=10) — Dieta com CPSLH e
Grupo 3 (n=10) — Dieta com CPSL. Estas dietas foram isoprotéicas (17% de proteina) e
isoenergéticas, conforme modelo AIN-93-G (Reeves, et al. 1993). Os animais passaram
por restricao dietética durante 60 horas, mas sem restricao de acesso a agua. Apos
este jejum, os ratos foram realimentados com as dietas para cada grupo por 96 horas,
com acompanhamento do ganho de peso corporal. O experimento passou por avaliagéo
da Comissdo de FEtica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

3.2.3 Resultados

A Figura 1 mostra que as curvas de crescimento dos trés grupos de animais, em
percentual de peso corpéreo, foram coincidentes ate as primeiras 48 horas e, apds esse

periodo, os animais realimentados com proteina hidrolisada se recuperaram mais

*P<0,01)

40% - CPSLH *(P<0,01)

35% = CPSL **P<0.01)
30% -4 Caseina
25%

20%

15%

% de peso corporal

* Diferenca entre CPSLH e CPSL

10%

** Diferenca entre Caseina e CPSL

5%

0%

0 24 48 72 o6
horas

Figura 1. ganho de peso corporal de ratos (n=10) durante 96 horas de realimentagéo
com CPSL, hidrolisado e intacto, e caseina apds jejum prolongado de 60 horas.



-

51

rapidamente. Os ratos do grupo do CPSLH ganharam mais peso no final de 96 horas de
realimentacao. O CPSLH mostrou, ainda, um Coeficiente de Eficiéncia Protéica (PER)

superior aoc PER da caseina (Figura 2).
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Coeficiente de eficiéncia protéica
(PER)

304

254

2,0

iy 3,63 . 3,89 ' 3,40 |
CPSL CPSLH Caseina

Figura 2. Efeito do tipo de proteina na dieta na velocidade de recuperacao de ratos
(n=3x10) durante 96 horas de realimentagcao com CPSL, hidrolisado e intacto, e
caseina apos jejum prolongado de 60 horas

*a e b possuem diferenca significativa (Tukey, e Duncan)

3.2.4 Discussao

O jejum prolongado provocou uma alta degradacdo protéica refletindo em uma
perda acentuada de peso corporal dos animais. Estudos mostraram que a hidrolise
prévia da proteina da dieta pode influenciar na capacidade de recuperagao dos animais
realimentados (Poullain, 1989). Além disso, o simples fato de se administrar proteinas
de ma'is rapida absorcao também aceleraria a sintese protéica (Frihbeck, 1998). No
nosso experimento, o primeiro fator, a hidrolise prévia, influenciou positivamente na
sintese protéica, demonstrada pela curva de crescimento (Figura 1) e pelos valores dos

coeficientes de eficiéncia protéica (Figura 2).

Contudo, esta influéncia provaveimente poderia ter sido maior se o grau de
hidrélise da fonte protéica utilizada fosse menor. A quantidade de aminoacidos livres no

produto hidrolisado pode ter influenciado no sentido de diminuir a velocidade de



absorcéo desta fonte protéica. O CPSLH utilizado neste experimento mostrou ter um
alto grau de hidrolise (GH = 30%) e conter cerca de 10% de aminoacidos livres. Ndo s6
o GH mas tipo de enzima proteolitica utilizada na tecnologia de fabricacéo influenciam
no teor de aminoacidos livres. Esta concentracio de aminoacidos livres do CPSLH
poderia ter diminuido a capacidade de recuperagdo dos animais em jejum prolongado
prévio, conforme indicou estudos conduzidos por Boza (2000). Porém o teor de
aminoacidos livres no produto com alto grau hidrolise nao interferiu, diminuindo a
absorg¢ao, quando os animais estavam mais estimulados a captacdo de aminoacido

para a sintese protéica devido ao jejum.

580 necessarios mais estudos sobre os efeitos do grau de hidrélise e a
metodblogia de hidrélise sobre a absorcao intestinal e sobre as possiveis mudancas no
metabolismo do organismo que ingere proteinas hidrolisadas.

Ja em relagao a proteina de rapida absorcdo (soro) e proteina lenta (caseina), durante
96 horas de realimentacdo apo6s jejum prolongado, ndo foi encontrada, em nosso
experimento, diferenca significativa no ganho de peso dos ratos. Este fato contrario a
outros resultados (Borie, ef al. 1997) que sugerem um estimulo a sintese protéica maior
em animais alimentados com proteinas de soro em relagdo a animais alimentados com

caseina.

3.2.5 Concluséao

As proteinas do soro lacteo hidrolisadas enzimaticamente, até um GH de
aproximadamente 30%, mostraram vantagem quando utilizadas pelo rato sedentario
que foi previamente submetido a jejum prolongado (60h). Houve ligeira vantagem na
velocidade de recuperagdo com um maior ganho de peso corporal no final de um
periodo de 96 horas e com uma maior eficiéncia da proteina, em relacdo a proteina do
soro lacteo intacto e caseina respectivamente. Demonstrando que o CPSLH pode ser
utii no tratamento de recuperagdo de individuos que sofreram alta degradacao

protéica/energética prévia (jejum, exercicio, etc.).
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Quando consideramos o fato de que o consumo da dieta com caseina foi maior
do que nas outras duas dietas, pode-se concluir também que o CPSLH possui uma
eficién'cia consideravelmente maior do que a caseina. Estas conclusGes restringem-se
ao estado sedentario, sendo que a condi¢c&o de exercicio fisico poderia alterar ainda o

desempenho da proteina nos pardmetros ponderais do animal.
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3.3 Utilizacdo das Proteinas do Soro Ldcteo Intactas e com Alto Grau de

Hidrolise pelo Rato Submetido ao Exercicio Agudo de Nata¢io

André Godoy Ramos
Dr. Jaime Amaya-Farfan
Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo - FEA/UNICAMP

Rua Monteiro Lobato, 80, Campinas, S&o Paulo, Brasil, CEP 13081-970, Caixa Postal 6121

Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da hidrélise prévia nas proteinas
do soro lacteo, utilizadas como Unica fonte protéica na dieta de ratos submetidos ao
exercicio agudo de natagdo, com intensidade supra-limiar anaerdbio metabdlico. Vinte e
quatro ratos Wistar, machos, pesando aproximadamente 250g, foram testados em sua
capacidade fisica para determinar o limiar anaerdbio (LAn). Estes animais foram entio
submetidos a exercicio agudo de natacdo durante dez dias (sessbdes de 15 min). Neste
periodo de treinamento, os ratos foram divididos em trés grupos e alimentados com
dietas purificadas contendo, concentrado protéico de soro de leite (CPSL), CPSL
hidrolisado enzimaticamente (CPSLH) ou caseina, como Gnica fonte protéica. Os
resultados mostraram igualdade nas concentragdes séricas de acidos graxos livres,
proteinas totais, albumina, glicose, triacilglicerdis e colesterol. Também nao houve
diferenca significativa nas concentracdes de insulina plasmatica entre os trés grupos.
Apesar de ndo se apresentar diferencas significativas dos indicadores do metabolismo
protéico-energético, a hidrolise do CPSL teve como efeito retardar a recuperacgéo das
reservas de glicogénio muscular. Conclui-se que para um alto grau de hidrolise, como o
utilizado na proteina deste trabalho, nenhum efeito positivo na performance foi
observado, antes pelo contrario, € possivel que a aita concentracdo de aminoacidos
livres na dieta com o CPSLH tenha ocasionado uma absor¢do de aminoacidos

ineficiente, levando a re-sintese inferior do glicogénio muscular.

Palavras-chave: exercicio; proteina hidrolisada; metaboismo protéico; glicogénio

muscular



Abstract

Short-term Utilization of Milk-Whey Proteins with High Degree of Hydrolysis
By the Swimming Rat

This work evaluates the possible metabolic effects of short-term feeding with whole
whey protein (WPC) of normal young rats as compared to the extensively hydrolyzed
whey protein (HWPC), and as a result of acute physical stimulation. Serum free fatty
acids (SFFA), total protein (STP), albumin (SA), glucose (SG), insulin (SI). cholesterol
(SC) and triacylglycerides (STAG) were determined as blood biochemical parameters.
Muscle and hepatic glycogen concentrations were also determined. The protein sources
compared were a commercial cow's milk whey protein concentrate (WPC) and an
enzymatic hydrolyzate (HWPC) of the above with high degree of hydrolysis. The animals
were first tested in an attempt to determine their metabolic anaerobic thresholds. The
experiment consisted of three assays in which male Wistar (250g) rats, were fed the
basal AIN-93-M diet during a 10-day training period (15min-metabolic supra-threshold
swimming sessions). The diets were modified by substituting either intact or hydrolyzed
whey protein for the normal protein source casein. The results showed that while no
effects on the physical performance of the exercising animal were detected, the animals
fed the HWPC exhibited lower concentrations of muscle glycogen 24 hours after the
exercise bout. Since all other biochemical parameters were indistinguishable from those
produced by the WPC, it was concluded that the extensively hydrolyzed whey protein,
when administered for a reiatively short period of time, causes a mild disadvantage to
the exercising animal due to a delay in replenishing the post-exercise muscle glycogen
levels. This could be due to a somewhat inefficient intestinal uptake of amino acids from

the low molecular weight peptides.

Keywords: exercise; protein hydrolyzate; protein metabolism; glicogenesis: muscular glycogen



3.3.1 Introducgao

Parece clara a necessidade de um aporte protéico maior para os praticantes de
atividade fisica de forgca ou resisténcia e, mesmo n&o havendo definicdo dos
requerimentos em proteina para esportistas (Lemon, 1997), um amplo segmento da
populagéo brasileira que pratica esporte ou fisiculturismo ja consome dietas ricas em

proteinas e outros suplementos (Araljo & Soares, 1999, Kanesiro, ef al. 1999).

‘O consumo de proteina de soro de leite hidrolisada pode preservar os teores
sericos de glicose e albumina, bem como o teor de glicogénio muscular apés esforco
fisico exaustivo. Estudo com ratos alimentados com proteina hidrolisada demonstraram
exatamente isso, apesar de ndo ter sido encontradas alteragbes no rendimento do
esforgo fisico (Tassi et al, 1998). Isso nos leva a acreditar na possivel maior
capacidade de recuperag¢ao do individuo alimentado com oligopeptideos, ao invés da

proteina inteira.

A explicag@o para os efeitos fisioldgicos ocorridos devido & ingestdo destas
proteinas provavelmente esta na velocidade em que a proteina é digerida e absorvida
pelo intestino. Pesquisadores elaboraram o conceito de “proteinas rapidas e lentas”
("slow and fast proteins”) (Fruhbeck, 1998). Borie et al (1997) encontraram que a
ingestao de proteinas do soro de leite (“fast”) leva a um aumento rapido no nivel de
aminoacidos do plasma sanglineo e um concomitante aumento na sintese de proteina
(Rasmussen, 2000; Biolo, 1997). Esta sintese protéica é menor quando, ao invés de
proteinas do soro, se ingere caseina (“slow”) que, por formar coagulos no estémago,
leva mais tempo para entrar no duodeno. Quanto mais rapido € a absorgao e o
fornecimento de aminoacido para o poo/ de aminoacidos livres, ha um provavel

direcionamento para as vias anabdlicas.

Ja a hidrélise prévia, pode ndo ser favoravel aos praticantes de atividade fisica.
Quando o grau de hidrolise for alto, obtém-se um produto com alta concentracéo de
aminoacidos livres e de mais lenta absorcdo em relagdo a produtos com menor grau de

hidrélise. Este limite para o grau de hidrélise ainda nao esta esclarecido.

Este experimento visou analisar parametros bioguimicos e fazer uma avaliagéo

comparativa da velocidade de recuperacdo e manutencdo dos substratos
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protéico/energéticos de trés grupos de animais submetidos a exercicio agudo de
natacdo e alimentados com dietas contendo, como Unica fonte protéica, concentrado

protéico de soro de leite, hidrolisado ou intacto, e caseina.

3.3.2 Material e Método

Fontes Protéicas

As matérias-primas protéicas, derivadas do soro lacteo, utilizadas neste
experimento foram doadas pela empresa NZMP do Brasil Ltda., Sdo Paulo. A empresa
forneceu dois produtos: ALACEN ™ 895, concentrado protéico de soro de leite (CPSL) e
ALATAL™ 821, concentrado protéico de soro de leite hidrolisado (CPSLH). Estes dois

produtbs foram fabricados pela New Zealand Milk Products, INC.

Dietas

As dietas experimentais foram preparadas segundo a formulacdo preconizada
pelo American Institute of Nutrition (Reeves, et al., 1993) para a dieta AIN 93-G utilizada
para crescimento de roedores. A composicdo comum das dietas em 1000g foi
132,000g de amido de milho dextrinizado, 100,000g de sacarose, 70,000g de éleo de
soja, 35,000g da mistura de minerais, 10,000g da mistura de vitaminas, 3,500g de
bitartarato de colina, 0,014g de tert-butilidroguinona. Na dieta controle (caseina) foram

adicionados 3g de L-cysteina por kg.

Apoés determinaci@o do teor de proteina (AOAC, 1975) das fontes protéicas,
CPSL e CPSLH, as dietas foram ajustadas nos seus conteudos de carboidrato (amido
de mitho), com vistas a serem isoproteicas (17%), isoenergéticas. Como controle, foi

utilizada uma dieta semelhante contendo caseina como fonte protéica.
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Animais

Para os ensaios biologicos foram utilizados ratos (n=24) machos, de linhagem
Wistar, de 250g de peso corporeo aproximado, provenientes do Centro de Bioterismo
da Universidade Estadual de Campinas -UNICAMP.

Ensaio bioldgico

Os animais foram divididos em trés grupos conforme dietas administradas: Grupo
1, dieta padrdao de caseina (n=8); Grupo 2, dieta com CPSL hidrolisada
enzimaticamente (n=8); Grupo 3 (n=8) dieta com CPSL intacto. Estas dietas foram
isoprotéicas (17% de proteina) e isocaléricas conforme modelo AIN-93-G (Reeves, et
al ,1993) e, juntamente com agua, foram fornecidos ad /ibitum. O consumo de cada

dieta e o ganho de peso corporal dos animais {g) foram monitorados rotineiramente.

Todos os animais foram submetidos a periodo de adaptacéo de uma semana
(natacdo) para diminuir o estresse causado pela estranheza ao meio liquido. Conforme
Marquezi (1999), determinamos a intensidade do exercicio (limiar anaerdbio) para cada
rato apos o periodo de treinamento (descrito a seguir). Entdo, cada grupo (n=8) foi
submetido a exercicio supra-limiar. Os animais foram, apés repouso de 24 horas, os
animais foram sacrificados, por meio de decapitagdo. com um jejum de quatro horas

para evitar maiores diferencas em relacdo ao tempo da ultima ingestéo de alimentos.

Coletou-se sangue e amostras de figado e musculo para analise de metabdlitos

segundo a Tabela 1, levando em conta a capacidade estrutural do laboratorio.

O experimento passou por avaliagdo da Comissédo de Etica na Experimentacao
Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP e
teve a colaboragdo do Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de
Biodindmica da Escola de Educagao Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo ~
USP.



Tabela 1. Parametros que foram estudados no protocolo experimental nos ensaios
biologicos visando comparar os efeitos da fonte protéica na capacidade recuperativa.

PARAMETROS JUSTIFICATIVA Método de determinacéo
AMOSTRA DE SANGUE
Proteinas totais Estado nutricional protéico Colorimétrico (Reagente de biureto)
Albumina Estado nutricional protéico/prot. Transp. De 4c. Colorimétrico (bromocresol)
) Graxos livres/nivel de hidratacio
Glicose Hommeostase energética‘a manutencio dos niveis Dosagem enzimdtica
séricos € fundamental p/ ¢ rendimento fisico
ELactato Indicador do metabolismo anaerdbico Analisador ¢letroquimico

glicolitico/ quanto mais 4cido menor a
capacidade fisica

colesterol Enzimatico
Triglicerideos Enzimatico
fnsulina a relacfo insulina‘giucagon indica uma Radioimunocensaio

tendéncia anabolica ou catabélica

AMOSTRA DE FIGADO,
GASTROCNEMIO (FIBRAS 1)
E SOLEO (FIBRAS I1B)

Glicogénio Verificar se a ingestdo de proteolisado altera a Extracio (SIORGREEN, ef ¢/, 1938)
sintese de glicogénio apds o exercicio. Colorim. (Losit & Tavior, 1970)

Determinacgéo da intensidade do exercicio

Os animais foram submetidos a atividade fisica com cargas adicionais gradativas
e foi determinado o lactato sérico em cada momento. Este teste para determinacgéo do
limiar acorreu da seguinte forma: Inicialmente, 20 minutos de natacéo sem carga
adicional, seguido de 3 minutos de natacdo com um colar de carga que variou de 4 a
8% do peso corporal de cada rato. Houve um intervalo para descanso de 1 minuto entre
cada mudanca de carga. Foram coletadas amostras de sangue pela calda do animal em
oito momentos: repouso, apos 10 minutos sem carga, apos 20 minutos sem carga, nos
intervalos apods natagéo, por trés minutos, com cargas adicionais de 4, 5, 6, 7 ¢ 8% do
peso corporal. Foi feito um gréfico relacionando a intensidade com a concentracéo de
lactato sanglineo e, o ponto em que a concenfragdo de lactato aumenta
repentinamente (inflex&o da curva), foi considerado o limiar anaerdbio (Marquezi, 1999).
O valor de uma carga logo acima do limiar foi utilizado no protocolo de atividade dos

animais considerando atividade supra-limiar.
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Figura 1. Determinagéo dos limiares anaerébios metabdlicos para os animais 10 e 15.
No primeiro exemplo foi tragada uma linha de tendéncia para methor visualizar o ponto
de inflexdo da curva. Os limiares foram encontrados em 3 e 4% de sobrecarga,
respectivamente.

Glicose sérica

Determinou-se a concentracdo de glicose através de método enzimatico
utilizando kits comerciais, Glicose Gold (Laborlab S/A Produtos para laboratérios,
Guarulhos -SP, Brasil).

Lactato

Determinou-se a concentragao de lactato através de um analisador eletroquimico
de lactato. (YSI SPORT™ Yellow Springs, Ohio, EUA, modelo YSI Sport 1500 Portable

Lactate Analyzer).

Proteinas sericas totais

A determinag¢do da concentracao sérica de proteina foi realizada atraves do

método do reagente de biureto (sulfato de cobre a 10%), que utiliza a presenca de Cu™
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em meio alcalino reagindo com as ligagbes peptidicas das proteinas, dando origem a
um complexo de cor violeta, cuja intensidade de coloracdo €& proporcional a
concentragdo de proteinas. Os valores das amostras foram conseguidos adicionando
0,1 mi de soro a 5,0 ml de reagente biureto. As absorbancias das amostras foram lidas
em espectrofotdbmetro a 545 nm, e as concentragdes obtidas contra a curva de

calibracao de proteinas totais (Henry, 1974).

Albumina serica

Foi determinada a concentragdo de albumina sérica através do método
colorimetrico do verde de bromocresol, que consiste em: adicionar a 0,02 ml de soro 5.0
mi de reagente de cor, contendo solucdo de verde de bromocresol 0,60 mM, tampao
succinato 0,1 M, surfactante nao iénico 30%, em pH 4,0. As absorbancias foram iidas a
630 nm e as concentragdes determinadas contra a curva de calibragio de albumina,

linear até a concentragado de 6g/L (Doumas ef al., 1971).

Acidos Graxos livres (AGL)

Para determinagdo de AGL foi utilizado kit o comercial fornecido pela Wako
Chemicals, GmbH (Neuss, Alemanha). O meétodo consiste na determinacéo
colorimétrica de acidos graxos néo esterificados no soro. Adicionando-se Acyl-Coa
sintetase, ocorre uma acilagcao da coenzima A (CoA) e os acidos graxos livies formando
Acil-CoA. O acil-CoA produzido entdo é oxidado na presenca da Acil-CoA oxidase para
produzir perdxido de hidrogénio no qual na presenca de peroxidase permite a
condensacao oxidativa do 3-metil-N-etil-N-(B-hidroxietil)-anilina com 4-aminoantipirina
apresentando uma coloracao rosa podendo ser mensurada colorimetricamente a 550nm
(Duncémbe, 1964, Eiphick, 1968, Dole; Meinertz, 1960).
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Colesterol
Determinou-se a concentracado de coiesterol através de método enzimatico
utilizando kits comerciais (Laborlab S/A Produtos para laboratorios, Guaruihos -SP,

Brasil)

Glicogénio muscular e hepatico

Foi feita a determinagédo de glicogénio muscular em duas etapas: extracao do
glicogénio pelo método de Sjorgreen, et al. (1938) e colorimetria preconizado por Losiu
& Taylor (1970).

A determinag@o de glicogénio nos tecidos muscular e hepatico foi realizada

conforme os seguintes passos:

7- Pesagem das amostras imediatamente apds a extracéo do tecido. As fragoes
obtidas do tecido hepatico pesaram ao redor de 500mg; as amostras de musculo

pesaram 100g (sdleo) e 200g (gastrocnémio).

8- Acondicionamento imediato em tubo de ensaio com 2mL (figado) ou 1mL (musculo)
de solugao de KOH a 30%.

9- Digestao em “banho-maria” a 100°C por 60 minutos.

10-Precipitagdo do glicogénio. Adigdo de 200 pl (figado) ou 100ul (mdsculo) de
Na;SQ,, agitagdo e acréscimo de 7 mL (figado) ou 3,5 mL (mlsculo) de &lcoo
etilico. Centrifugagéo a 4000 rpm por 10min. O sobrenadante foi descartado.

11-O precipitado foi suspenso em 25 mlL (figado) ou 5mi (musculo) de agua

desionizada.
12-Fase colorimétrica

Em tubo de ensaio, adicionamos 800 ul (musculo) ou 950 plL (figado) de agua
destilada, 10 b de fenol e 200 ul (musculo) ou 50 ul (figado) da amostra e mais 2.5
mL de acido sulfurico. Os tubos foram colocados em “banho-maria” por 10 minutos. A

curva padrao foi preparada a partir de 4 padrées com 25 uL, 50 ul. ;100 ul e 150 ut de



“solugdo mae” de glicose a 0,2% mais 5 ml de agua destilada. Retirou-se 1 mL de cada
uma das solugdes para 4 tubos de ensaio(triplicata) e adicionou-se 10 ul de fenol e 2,5

mL do acido sulfdrico.

Por fim, apds mais dez minutos de banho-maria a 100° C, foi realizada a leitura em

espectrofotdmetro a 490 nm.

Insufina

A insulina sérica foi determinada por radioimunoensaio (Hebert et af., 1965). As
amostras do soro sanglineo dos ratos foram retiradas em dois momentos. uma com o
animal em jejum e outra apos o sacrificio. Primeiramente, retirou-se 75 ul de sangue da
extremidade da calda dos animais em jejum, através de capilares sem anticoagulante,
que foram acondicionados em ependorfes com 200 ul de solugdo salina 0.9 % e
centrifugado por 10 minutos a 2800 rpm e entdo retirado o soro. Ja as amostra dos
animais sacrificados o sangue retirado logo apés o sacrificio foi imediatamente

centrifugado e retirado o soro.

Foram retirados, em duplicatas, 100 p:L destas amostras de soro sangilineo nos
quais receberam a seguir 0,2 ml de uma solugdo contendo anticorpo anti-insulina
(1:200) e insulina marcada com '#| (tragador) em tampao fosfato pH 7,4 acrescido de
NaCl 0,9% e albumina 0,5%. Apds 48h de incubagao, preparou-se carvao para RIE da
seguinte forma: para 100 mi de tampao fosfato, albumina 0,5% (0,5g), Dextran T 70
0,25% (0.259) e carvao 2,5% (2,5g). Apbés 20 minutos em geladeira agitando
constantemente, pipetou-se 200ul desta solucao carvao em todas as amostras, agitou-
se e mantiveram-se durante 20 minutos em geladeira. Os tubos foram centrifugados a
2600 rpm por 20 minutos a 4°C, desprezou-se o sobrenadante e a radiagi&o gama do
precipitado foi lida (Scott, ef al., 1981).
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Andlise Estatistica

Foram avaliadas as diferencas entre os grupos das reservas de glicogénio
(muscular e hepatico), das concentragdes de insulina e demais pardmetros bioquimicos.
Os dados numéricos foram submetidos & analise de variancia e teste de Duncan e

Tukey, considerando diferenca significativa o valor de P<0,05.

3.3.3 Resultados

Observa-se na Tabela 2 que as concentragdes plasmaticas de acido graxo livre
(AGL), proteinas totais, albumina, glicose, triglicérides e colesterol nao diferiram com a
ingestéo das trés formas protéicas (CPSLH, CPSL e caseina). Da mesma forma, as
concentragbes de insulina plasmatica permaneceram praticamente inalteradas nos trés

grupos de ratos (Figura 2).

Tabela 2: Efeito do tipo de proteina na dieta em 6 parametros biogquimicos sérico de
ratos em repouso de 24 horas apds dez dias de exercicio intenso de curta duragéo.
Valores médios (+DP).

Parametros Séricos

Dieta AGL Proteinas Albumina  Glicose Trigiicérides Colesterol
(mmol/L) Totais (g/dL) {mg/dL.) (mg/dL) {mg/dL)
(g/dL) o

CPLSH | 0.83(0,28) 6,10(0,31) 3.36(0,41) 138,0(23,2) 130.3(23,3) 54.2(16.6)
CPLS 0,68(027) 6,31(0,25) 3.66(0,62) 1499(89)  91.3(58.6) 51.1(9.4)
Caseina 0.80(0.21y 647(0.44) 3.88(0.71) 144.5(29.3) 120.7 (8.4 IF B (I

Nao houve diferengas significativas entre nenhum dos 3 tratamentos (n=8) de dietas.
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Figura 2. Efeito do tipo de proteina na dieta na concentragao de insulina sérica de
ratos (n=8) em repouso de 24 horas apos dez dias de exercicio intenso de curta
duracao. Nao houve diferencas significativas (DUCAN e TUKEY).

Quanto as concentragbes de glicogénio observa-se, na Tabela 3, que os animais
alimentados com CPSLH apresentaram uma reserva menor de glicogénio muscular. A
figura 3 mostra que houve uma menor recuperagio de glicogénio muscular no periodo
de 24 horas apos a Ultima segédo de atividade fisica. As amostras de gastrocnémio do
grupo gque ingeriu proteina hidrolisada (CPSLH) apresentaram uma concentracado de
glicogénio (0,18 + 0,06 mg/100mg} significativamente menor em relacdo a
concentracdes dos dois grupos alimentados com dietas contendo proteinas intactas
(CPSL = 0,26 £ 0,03 e caseina = 0,26 + 0,04). As concentragdes de glicogénio hepatico

nao se alteraram (Figura 4).

Tabela 3. Efeito do tipo de proteina na dieta na concentracio de glicogénio hepatico e
muscular de ratos (n=8) em repouso de 24 horas apos dez dias de exercicio intenso de
curta duracao.

GLICOGENIO MUSCULAR E HEPATICO
{mg/100mg de tecido)
Dieta GASTROCNEMIO SOLEO FIGADO
CPLSH 0.18 (0.06)a 0,12 (0.01) 0,96 (0.23)
CPLS 0.26 (0,03)b 0.15 (0,05) 1.16 (0,30)
Caseina 0.26 (0.04)p 0.17 (0.08, P03 0A

Valores medios (+DP) com letras diferentes possuem diferenca significativa P< 0,05
(DUCAN e TUKEY).Valores sem letras ndo possuem diferenca significativa.
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Figura 3. Efeito do tipo da proteina na concentracio de glicogénio muscular
(Gastrocnémio e Sdleo) de ratos (n=8) apos dez dias de exercicios inienso de curia
duragéo, seguido de repouso de 24 horas. * diferenca significativa com b valor de P =
0,0128 (DUNCAN) e P = 0,0254 (TUKEY)** diferenca significativa com b valor de P =

0,0198 (DUNCAN) e P = 0,0489 (TUKEY)
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Figura 4. Efeito do tipo da proteina na concentragao de glicogénio hepatico de ratos (n=8),
apos dez dias de exercicios intenso de curta duragao, seguido de repouso de 24 horas. .
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No final dos dez dias de experimento, os animais que ingeriram proteina hidrolisada

apresentaram um crescimento ligeiramente menor (Figura 5).
Como mostra a Tabela 4, a hidrélise prévia da proteina reduziu o coeficiente de

eficiencia protéica (PER) de 2,69 (CPSL) para 2,47 (CPSLH).

- o -CPSIH — e CPSL ~ooms— Caseina

300
290
280
270
260
250
240

Peso corporal (g)

dias

Figura 5. ganho de peso corporal de ratos (n=8x3) durante dez dias de exercicios de
natacéo intenso e de curta durag&o, alimentados com CPSL, hidrolisado ou intacto,

ou caseina.

Tabela 4. coeficiente de eficiéncia protéica (PER) de ratos (n=8x3) durante dez dias de
exercicios de natagéo intenso e de curta duragdo, alimentados com CPSL, hidrolisado

ou intacto, ou caseina

CPSLH CPSL Caseina

PER* 2470588 2689352 2,304147

*PER absoluto de cada grupo, sem anadlise estatistica e sem valores individuais
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3.3.4 Discussio

A hipdtese de que a proteina logo apds a atividade fisica pode ser mais anabdlica
que quando ingerida mais tarde, conforme mostra a literatura (Biolo ef al, 1997,
Rasmussen et af., 2000), contudo nac foi demoensirada com os resultados encontrados.
Neste experimento, apesar de ndo ter havido diferenga significativa nos parametros

plasmaticos avaliados (Tabela 2), alguns valores chamam a atencéo.

Os animais que ingeriram a fonte protéica de maior velocidade de absorgdo (CPSL)
apresentaram concentracdo de insulina plasmatica ligeiramente mais elevadas e
guantidades inferiores de AGL. Ha evidéncias de gque, “in vitro”, o AGL estimula a
gliconeogénese devido a ativagao da piruvato carboxilase pelo acetil-Coa proveniente
da B-oxidacao (Morand et al.,1983). O excesso do AGL poderia também induzir a
resisténcia periférica a insulina e queda da secrecao de insulina (Boden & Gaissmaier,
1997). Os valores de glicose mostraram que efeitos indesejaveis como estes nao
ocorreram em nosso experimento de periodo curto, porém cabe avaliagdo cronica a
respeito. O exercicio fisico pode ter compensado possiveis danos ao transporte de

glicose para a celula muscular.

A composicao de aminoacidos das proteinas do soro lacteo, bem como sua rapida
absorcdo poderia justificar um maior estimulo a secrecdo de insulina o qgue,
agudamente, nao foi observado. Como nac houve alteragdo significativa na
concentracdo de insulina plasmatica a sintese protéica também nao se 'aiterou
significativamente. Desde os anos 40, sabe-se que o aumento da insulina plasmatica
diminui as concentragdes séricas de aminoacidos e aumenta a sintese protéica
(Lotspeich, 1949).

Os resultados apresentados sdo coerentes ao mostrar (Tabeia 2) que nac houve
alteracdo das concentragdes plasmaticas de proteinas e lipidios e nem diferenga nos

valores de insulina sérica para ambos os grupos de animais (Figura 2).

O consumo de CPSL poderia reduzir o colesterol, segundo Nicodemo (1999) e
alterar o metabolismo de lipidios (Minehira, 2000), mas os dados deste experimento
também nao demonstraram isso. Para poder inferir alteragdes outras no metabolismo

lipidico, seria necessario avaliar o efeito do consumo crdnico.
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Nas trés dietas, ou a proteina néo influenciou no teor de glicogénio como relatado
em outros experimentos (Van Hall, 2000) ou o alto teor de proteina node ter
prejudicado o acumulo de carboidrato no musculo esquelético (Luczakszezurek, 1997)
nos trés casos de forma semethante. Neste ensaio, as reservas de glicogénio muscular
(Tabela 3 e Figura 3), mais exatamente as fibras brancas do gastrocnémio,
apresentaram valores inferiores quando os animais foram alimentados com a proteina
hidrolisada. Concomitantemente, a concentracdo de glicogénio hepatico néo diferiu
entre os tratamentos (Figura 4), o que demonstra que a oferta de glicose na corrente
sanglinea nao estava restrita em nenhum dos casos. Se assim fosse, haveria um maior
estimulo a glicogenolise hepatica para liberacao de glicose do figado para a corrente

sangiiinea a fim de manter os niveis glicémicos normais.

O alto grau de hidrélise do CPSLH; ou melhor, a maior concentracdo de
aminoacidos livres no intestino, pode ter retardado a absor¢cdo de aminoacidos, e,

conseqlentemente, diminuido o estimulo a captacao de glicose pela célula muscular.

Outra hipétese, poderia estar relacionada com a relagao inversa de aminoacidos
livres na corrente sangliinea e a sensibilidade a glicose pela célula muscuiar. Ha relatos
de gue a suplementacao dos aminoacidos aspartato e asparagina, por exemplo, pode
prejudicar o transporte de glicose para o interior da célula muscular (Lancha Jr, 1995a).
A sintese de hexosaminas (McClain & Crook, 1996), particurlamente a glicosamina.
estimulada pela presenca do aminoacido glutamina, que por sua vez & derivado de
outros aminoacidos e de intermediarios do ciclo de Krebs, pode acarretar em um
aumento da resisténcia periférica a insulina. A glicosamina poderia proporcionar uma
glicosilagéo do recpetor de insulina 0 que modularia entdo a cascata de eventos pos-
receptor de insulina, impedindo a transiocacao dos GLUT4 (Robson et al. 1993).

O ganho de peso corporal durante o periodo de treinamento de natacdc e
alimentacao diferenciada foi semelhante nos trés grupos (Figura 5), porém mostrou uma
tendéncia, sem diferenca significativa, de menor crescimento dos animais que foram

alimentados com CPSL hidrolisado.

Estes resultados de glicogénio e ganho de peso mostram a necessidade de se

determinar qual a extensdo da hidrdlise prévia que seria mais bem aceita em



suplementos proteicos e de aminoacidos. Lembrando ainda, que o tipo de enzima
utilizada na tecnologia de fabricacdo é importante para se estabelecer limites para o

grau de hidrdlise.

3.3.5 Conclusao

Durante o periodo de atividade fisica. a ingestdo aguda de dieta com
concentrado protéico de soro de leite hidrolisado enzimaticamente (GH de 30%). como
unica fonte protéica, por ratos adultos jovens, submetidos ao exercicio agudo de
intensidade supra-limiar anaerébia, promove igual velocidade de recuperacdo dos
substratos proteico-energeticos sanglineos em relacdo a ingestdo de concentrado

protéico de soro de leite intacto e/ou caseina.

A ingestdo aguda (dez dias) de dieta com concentrado protéico de soro de leite
hidrolisado enzimaticamente (GH de 30%) promoveu uma diminuigdo na capacidade de
recuperacdo das reservas de glicogénio muscular, em ratos submetidos a exercicio
intenso, seguido de repouso de 24 horas, quando comparado com as proteinas
intactas. Isto sugere que o alto grau de hidrdlise da proteina pode prejudicar a

re-sintese de glicogénio muscular.

O presente estudo nao demonstrou quaisquer danos aos animais alimentados
com proteina de soro de leite concentrada, independente de ter sido hidrolisada
previamente ou n&o. Porém, concluimos que ainda sac necessarios estudos
compiementares sobre os efeitos fisioldgicos e bioguimicos de sua ingestdo em
atividade crénica (periodo prolongado de treinamento), ou de intensidade no sub-limiar

anaerobio.
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4. CONCLUSAO GERAL

Analisando os resultados aqui apresentados e a literatura internacional, parece
haver um limite para o grau de hidrélise com gue uma proteina € apresentada ao animal
exercitado, acima do qual o concentrado protéicos de soro de leite ndo influenc
positivamente a performance do organismo. O alto grau de hidrélise poderia influenciar
negativamente a velocidade de absor¢do e a manutencao dos estoques de glicogénio
muscular. Este limite provavelmente se encontra bem abaixo de 30% de grau de
hidrolise e n&o exclui a possibilidade de que o tipo de enzima utilizade para a sua

obtenc¢ao também tenha reievancia.

Nas condigbes do presente estudo ndo foram demonstrados quaisquer danos
aos animais alimentados, em quantidades normais, com proteina de soro de leite

concentrada, hidrolisada previamente ou néo.

Dadas as observagdes nao claramente conclusivas em favor dos hidrolisados, a
eficacia do consumo de suplementos protéicos a base de proteinas de soro de leite,
hidrolisada ou néo, por praticantes de atividade fisica, ndo fica constatada. Portanto,
nao podemos também excluir a possibilidade que a suplementacdo com os
proteolisados tragam vantagem ao usuario. O acompanhamento profissional quanto ao
tipo, freqli€ncia e intensidade da atividade fisica @ entdo recomendavel em cada caso a

fim de se determinar quaisquer vantagens associadas a suplementacéo.

Os resuitados também sugerem que as proteinas de alto valor bioldgico e de
mais rapida absorgdo, como as do soro lacteo, podem acelerar o processo de
recuperacgao de individuos debilitados nutricionalmente. As proteinas de soro de leite
com alto grau de hidrolise demonstraram melhora na velocidade de recuperacao (ganho
de peso corporal) apenas em individuos debilitados com uma alta taxa de degradacéao

protéica.

Sao necessarias futuras avaliagbes sobre um consumo de suplementos de
aminoéacidos a base de proteina de soro de leite com alto grau de hidrélise por periodos

mais prolongados, bem como, estudos com humanos.
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