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RESUMO 

Estudos recentes sugerem que o consumo das proteínas do soro de leite, quando 

parcialmente hidrolisadas, resulta em efeitos fisiológicos diferentes daqueles 

produzidos pelas proteínas intactas. Desse modo, o objetivo do presente trabalho 

foi verificar as alterações metabólicas causadas nos tecidos do estômago e 

coração, e na resistência à exaustão, utilizando ratos Wistar alimentados com 

isolado do soro de leite, ou seu proteolisado enzimático, e submetidos a exercício 

físico. Foram investigadas possíveis alterações na atividade enzimática da 

pepsina, glicogênio sintase, glicogênio fosforilase, creatina quinase e glicogênio do 

miocárdio e a perfusão de peplídeos através do estômago. O ensaio biológico teve 

duração de 42 dias, com 120 ratos divididos em 12 grupos (n=10), sendo três 

fontes protéicas: caseína (C), proteína hidrolisada (H), proteína intacta do soro de 

leite (\) e quatro tipos de atividade física: treinado (T), treinado-exausto (TX), 

sedentário (S), sedentário-exausto (SX), em esteira rolante, por quatro semanas. 

Foram observados valores mais altos na atividade da enzima creatina quinase 

(sem diferença significativa) nos grupos T e TX, quando esses consumiram dieta 

H. Em relação ao treinamento, foram encontradas maiores quantidades de 

glicogênio miocárdico nos animais submetidos a menor atividade física. Em 

relação à dieta, as concentrações de glicogênio variaram aleatoriamente. 

Entretanto, os animais que consumiram a dieta H exibiram menor atividade da 

glicogênio sintase do que aqueles que receberam dieta I, e esses também 

menores que a dieta C. Na enzima glicogênio fosforilase, notou-se valores 

maiores de atividade enzimática nos grupos de animais do grupo T em relação 

xiv 



aos outros grupos, sendo que a dieta H mostrou resultados menores em 

comparação com as outras dietas. Quanto à exaustão, foram comparados os 

grupos H e I, sendo que os grupos que foram submetidos a treinamento prévio 

(TX) mostraram-se mais resistentes à exaustão do que aqueles que foram 

mantidos sedentários (SX). Na atividade enzimática da pepsina, os resultados 

entre grupos foram semelhantes, notando-se aumento no grupo sedentário que 

consumiu o hidrolisado, mas desaparecendo com a exaustão. Estudo da 

possibilidade de perfusão de peptídeos através da parede estomacal encontrou 

evidências de que, ao menos, um peptídeo rico em valina é detectado no 

perfusado externo ao cabo de duas horas. Foi observada maior quantidade de 

picos eletroforéticos no conteúdo do estômago dos animais dos grupos SX e TX 

que receberam infusão do hidrolisado e teores de aminoácidos livres mais 

elevados no grupoS do que nos demais. Associando os valores encontrados para 

aminoácidos livres com os valores de aminoácidos totais, no interior e exterior do 

estômago, pode se afirmar que o conteúdo de peptídeos formados no estômago, 

no grupo que recebeu a infusão de hidrolisado, foi superior à que recebeu o 

isolado. Conclui-se que ambos o tipo de atividade física e a fonte protéica da dieta 

podem influenciar aspectos fisiológicos, tais como a atividade da pepsina, a 

facilidade com que pepHdeos são gerados e acumulados no órgão, sendo que 

alguns peptídeos podem atravessar a parede estomacal. As implicações 

decorrentes destes fenômenos ainda aguardam maior investigação. 

Palavras-chave: soro de leite, glicogênio, pepsina, creatina quinase, hidrolisado 

protéico. 



ABSTRACT 

Recent studies suggest that the consumption of milk whey proteins, if partially 

hydrolyzed, result in dilferent physiological effect from those produced by the 

ingestion of the unbroken proteins. Therefore, the objective oi lhe present work 

was to verify eventual metabolic alterations caused in lhe stomach and heart 

tissues oi exercising Wistar rats fed an enzymatic milk whey hydrolyzate, as 

compared to cohorts receiving lhe unhydrolyzed proteins. The enzymatic activity oi 

pepsin and those oi glycogen synthase, glycogen phosphorylase, creatine kinase, 

as well as glycogen stores oi lhe myocardium were thus investigated. Additionally, 

lhe perfusion of peptides through lhe stomach wall using capillary electrophoresis 

and liquid chromatography was also verified. The biological assay was conducted 

with 120 rats, during 42 days. The animais were divided inlo 12 groups (n=10), as 

follows: lhree protein sources: casein (C), protein hydrolyzale (H) and lhe 

unbroken whey protein (1), in addilion to four types oi physical activity: trained (T), 

trained-exhausted (TX), sedentary (S), sedentary-exhausted (SX) for four weeks. 

For creatine kinase, higher aclivilies were observed (without significant difference) 

in groups T and TX, when lhese consumed diet H. With regard to myocardial 

glycogen, higher slores were found in lhe animais wilh lesser physical activity, 

while glycogen concentralions varied randomly in response to the diet. However, 

the animais that consumed diet H exhibited lower glycogen synthase activity in 

comparison to those that received diet I, which in turn were lower lhan those that 

received diet C. As for glycogen phosphorylase, higher values were noticed in the 

groups subjected to training (T) in relation to the other groups. Similarly, the 
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animais on diet H also responded with lower activities. With regard to exhaustion 

time, only those groups lha! underwent lraining (TX) appeared to be more resistant 

to exhaustion than those that remained sedentary (SX). The enzymatic activity ot 

pepsin did not show signiticant differences among groups, except for lhe increase 

of the sedenlary that consumed diet H. The increase, however, disappeared when 

lhe animais were broughl to exhaustion. Sludy of the possibility ot perfusion of 

whey protein peplides through lhe stomach wall suggested thal ai least one 

peptide rich in valine promptly perfused to the externai fluid. A higher number of 

capillary electrophoretic peaks were also observed in lhe stomach contents of the 

animais of groups SX and TX thal received lhe hydrolyzale infusion and, by liquid 

chromatography, it was possible lo notice lhat the group S slomachs had grealer 

leveis of free amino acids than the other groups. Comparing lhe values found for 

free amino acids wilh the total amino acids, in both lhe inside and outside oi the 

stomach, it could be stated that lhe content of peptides formed in lhe slomach was 

considerably greater in the group infused with the hydrolyzale than wilh the isolate. 

11 is concluded that chronic consumption of lhe whey protein hydrolyzate as the 

only source oi protein results in enzymatic changes consistent with a more eflicient 

physiologic state, favorable to higher physical performance, such as higher 

myocardial creatine kinase and lower glycogen kinase and phosphorylase 

activities. No significant changes in pepsin activity in the rat stomach were 

observed, but the readiness with which the hydrolyzate peptides accumulate and 

lraverse the organ wall was evident. Further data to provide a better understanding 

of lhe implicalions of consuming prehydrolyzed proteins await investigation. 
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Key-Words: milk whey proteins, glycogen, pepsin, creatine kinase, hydrolyzed 

protein. 
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Introdução Geral 

O exercício físico produz alterações metabólicas no organismo, incluindo o 

sistema respiratório, cardíaco, muscular e gastrintestinal 1
'
2

• Tais alterações podem 

influenciar as necessidades de aminoácidos e proteína e requerer a modificação 

da dieta e do consumo total de energia, de acordo com a intensidade da atividade, 

temperatura do ambiente, gênero e idade do indivíduo3
• 

Dessa forma, a nutrição adequada é um dos fatores fundamentais no 

desempenho físico, responsável pela formação de novos t-ecidos, reposição de 

perdas de vários nutrientes que ocorrem durante os exercícios, como também, 

reparo das células já existentes2
. Dentre esses nutrientes está a proteína que é 

requerida em 1 o a 15% da energia total consumida diariamente. O leite é uma das 

principais fontes protéicas, sendo um dos mais importantes e um dos mais antigos 

produtos funcionais disponíveis para os humanos, por esse motivo, cientistas 

estão desenvolvendo estudos dos componentes do leite, incluindo o soro, e o 

impacto que eles podem ter na saúde e na doença4
. 

O soro do leite é um produto de alto valor nutricional, pois contêm alto teor 

de aminoácidos essenciais, principalmente os de cadeia ramificada5
. É extraído 

durante o processo de fabricação do queijo e é rico em vitaminas, sais minerais e 

a-lactalbumina6
·
7

, atualmente pesquisas têm mostrado aplicações tanto no esporte 

como na área clínica. 

Como já comprovado em diversos estudos, as proteínas hidrolisadas do 

soro de leite têm um papel importante como ingrediente primário na formulação de 

dietas especializadas com indicação para diversas doenças e com aplicação 
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também na alimentação ou suplementação de indivíduos submetidos ao exercício 

ffsico8
. 

Estudo anterior em nossos laboratórios 9 mostrou que o consumo de 

proteolisado do soro de leite, como única fonte protéica para ratos jovens 

submetidos ao exercício ffsico, mostrou-se superior à proteína intacta na 

performance do animal, segundo os parâmetros de lactato, albumina e proteínas 

séricas totais. Anteriormente 10
, ação semelhante em ratos exercitados já tinha sido 

sugerida em outro estudo com o hidrolisado da a:-Jactalbumina bovina. 

As proteínas hidrolisadas têm sido pouco estudadas, com relação a seus 

benefícios para o organismo submetido ao exercício físico, desse modo, um dos 

interesses desse projeto foi estudar esses efeitos em ratos exercitados em relação 

aos sedentários e suas possíveis vantagens para a saúde humana. Tendo em 

vista os efeitos positivos observados no rato, foi considerado de interesse 

pesquisar alguns fenômenos bioquímicas que poderiam começar a explicar os 

achados anteriores. 

O objetivo do presente trabalho foi verificar as possíveis alterações 

metabólicas ocorridas nos tecidos do estômago e coração de ratos Wistar 

alimentados com dietas com isolado do soro de leite e seu proteolisado (grau de 

hidrólise·- 11 %) e submetidos ao exercício físico em esteira. 

2 
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Proteína do Soro de Leite 

As proteínas do leite são, há muito tempo, utilizadas na alimentação 

humana, pois seus eleitos têm grande interesse científico e comercial devido a 

estas serem de fácil digestão e de alto valor biológico. Essas proteínas contêm os 

aminoácidos essenciais em quantidade e proporções próximas do adequado para 

o organismo em crescimento, comparadas às várias fontes de proteína vegetal 

como soja, milho e glúten de trigo 1
. Entre essas proteínas estão: a caseína, 

correspondendo a 80% das proteínas totais do leite e, as proteínas do soro 

(-20%), incluindo ~-lactoglobulina, a-lactalbumina, lactoferrina, imunoglobulinas e 

o gticomacropeptídeo2
·
3

. 

Dentre as principais proteínas do soro do leite, a ~-lactoglobulina, 

corresponde à metade do total de proteínas do soro (45-57%), representando no 

leite bovino cerca de 3,2 g/L, sendo resistente a ação de ácidos e enzimas 

proteolfticas presentes no estômago. Já a a-lactalbumina que corresponde a 15-

25%, é rica em triptofano sendo muito utilizada na produção de fórmulas infantis 

devido a sua similaridade estrutural protéica com o leite materno humano. Essas 

duas proteínas são consideradas fontes de aminoácidos essenciais e de cadeia 

ramificada3.4. 

Atualmente, estudos desenvolvidos focando alimentos com ações na saúde 

humana envolvem as proteínas solúveis retiradas do soro do leite. Embora ricas 

em aminoácidos essenciais, como lisina, metionina e triptofano5
, essas proteínas 
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solúveis do soro foram por muito tempo consideradas por ambientalistas e 

engenheiros de processos como resíduo de alto potencial poluidor da indústria de 

leite6
, já que essas são extraídas da porção aquosa do leite, gerada durante o 

processo de fabricação do queijo4
. 

Diversas propriedades fisiológico-funcionais desempenhadas pelas 

proteínas do soro do leite são conhecidas e também, têm sido apontadas como 

nutrientes portadores de atividade funcional, como por exemplo, imunoglobulinas e 

peptideos imunomodulares, capazes de modular algumas respostas fisiológicas 

do organismo animal, como a ação sobre o sistema imunológico712
. 

Outra importante ação exercida pelo soro do leite é um efeito citoprotetor a 

partir da promoção da síntese de glutationa, por meio da conversão do aminoácido 

cisteína para glutationa, que é um potente antioxidante intrac«~lular
3

'
13

. Os 

aminoácidos precursores da glutationa disponíveis no soro podem aumentar a 

concentração desta em tecidos importantes, estimular a imunidade, e diminuir o 

potencial carcinogênico de compostos xenobióticos 14
• As enzimas do trato 

digestório têm importante papel na síntese de glutationa, pois é através dessas 

que os peptídeos são liberados e atuam como protetores contra lesões das células 

da mucosa gástrica pelo mecanismo de citroproteção 15
-
17

. 

As proteínas do soro também têm apresentado efeito protEltor contra a 

manifestação de infecções e processos inflamatórios, ação anticancerígena e 

estímulo da absorção e função intestinal. Além disso, algumas dessas proteínas 

possuem propriedades antioxidante, anti-hipertensiva, antitumor, hipolipidemiante, 

antiviral, antibacterial, aumento da síntese de hormônios e da .absorção de 
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minerais 3
•
7

-
12

. Contudo, um estudo comparando a proteína do soro do leite com a 

caseína em relação à capacidade de promover o esvaziamento gástrico, mostrou 

que a proteína do soro do leite gerou uma porcentagem de radioatividade residual 

gástrica que correspondeu à metade da observada para a caseína após 60 

minutos e menos da metade após 120 minutos18
• 

Hidrolisados Protéicos e Suas Propriedades Funcionais 

A hidrólise de proteínas é realizada por muitas razões, entre elas a 

agregação de características nutricionais e retardo da deterioração. Com a 

hidrólise de proteínas são formados agregados de peso molecular variável, 

incluindo peptonas, misturas de peptídeos e aminoácidos rivres. A hidrólise de 

proteínas pode ser executada por enzimas, ácido ou base, mas o uso de enzimas 

é o método preferido para a obtenção de hidrolisados para aplicações 

nutricionais19
, pois o hidrolisado devido à clivagem específica de ligações 

peptídicas pelas enzimas tem em seu produto final mais peptídeos e aminoácidos 

livres 3
. 

O processo de hidrólise com ácido ou base pode destruir a forma L dos 

aminoácidos e produzir a forma O, que é potencialmente tóxica 19
. Outra 

desvantagem importante desse processo é que a hidrólise com ácido oxida 

cisteína e metionina, destrói serina e treonina, e converte glutamina e asparagina 

em glutamato e aspartato, respectivamente, reduzindo a qualidade da proteína e o 

valor biológico20
. 

9 



Capítulo 1 

O grau de hidrólise da proteína pode ser um fator importante que exerça 

influência em alguns parâmetros. Conforme verificado por Tassi, Amaya-Farfán e 

Azevedo (1998)21 que investigaram o efeito da alimentação com a··lactalbumina 

intacta e hidrolisada (~15%), encontraram vantagem na glicose e albumina séricas 

e no glicogênio muscular de ratos. Em contrapartida, Ramos (2001) 22 utilizou 

proteína hidrolisada do soro do leite com grau de hidrólise ~31% e n.ão encontrou 

vantagens na performance física ou nos parâmetros bioquímicas de ratos em 

relação a proteína intacta. 

As proteínas hidrolisadas possuem várias propriedades funcionais, o que as 

torna atrativa como fonte de proteínas para a nutrição humana, tanto no uso de 

produtos médicos como em outros de uso geral23
. Estudos recentes:~ 4

·
25 sugerem 

que o hidrolisado das proteínas do soro do leite possui alta digestibilidade como 

suas precursoras intactas, mas são mais facilmente absorvidas devido a conter 

peptídeos de pequeno tamanho, di e tripeptídeos, além de terem as mesmas 

propriedades funcionais. Essa facilidade confere a essas proteínas uma grande 

vantagem na escolha de sua utilização na fabricação de produtos com 

características especiais em relação à caseína, visto que, essa precipita, formando 

pequenos fragmentos sólidos no estômago tendo assim uma menor cinética de 

absorção intestinal. Dessa forma, concentração plasmática de aminoácidos 

aumenta mais rapidamente com a ingestão de peptídeos hidrolisados do que após 

o consumo das proteínas completas correspondentes. Além disso, o E~svaziamento 

gástrico e a absorção intestinal dos aminoácidos ocorrem mais rapidamente para 

os hidrolisados25
. 
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Devido ao mais rápido esvaziamento gástrico desses peptídeos 

hidrolisados no estômago, as proteínas do soro do leite têm sido utilizadas como 

uma boa alternativa para pacientes com intolerância de volume26
. Enquanto a 

casei na forma coágulos no estômago, passando vagarosamente para o intestino, 

as proteínas do soro do leite não coagulam em condições ácidas, sendo 

consideradas "proteínas rápidas", pois alcançam o jejuno rapidamente após 

entrarem no sistema gastrintestinal27
. Depois de alcançar o intestino, o hidrolisado 

do soro é mais lento do que a caseína, tendo assim melhor absorção3
• 

Outras aplicações no sistema gastrintestinal incluem atividades positivas 

para pacientes com doença de Crohn e a síndrome do intestino curto23
. Também 

foi encontrado que o consumo de hidrolisados de proteínas do soro tem 

significativo efeito insulinotrópico28
, acentuando a resposta do polipeptídeo 

insulinotrópico dependente de glicose {GIP)25
. 

Outra característica relevante do hidrolisado do soro de leite, relacionada à 

saúde do sistema cardiovascular, está na ação inibitória da enzima ECA {enzima 

conversora de angiotensina). Essa ação está relacionada à inibição enzimática por 

competição, em virtude da estrutura e geometria molecular desses peptídeos. 

Assim, na presença de certos peptídeos derivados do soro do leite, a ECA não 

converte a angiotensina l em angiotensina 11, uma molécula de alto potencial 

vasoconstritor, e inibe a ação da bradicinina, um vasodilatador, sendo esse um 

. t t I d h' t - 3 4 29 processo 1mportan e no con ro e a 1per ensao · · . 

Estudo in vitro de Pins e Keenan (2004) 30 avaliou o efeito de um hidrolisado 

de proteínas do soro e observaram que sua utilização reduziu significativamente a 
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--·-----------------------------------·---·--------------
pressão sanguínea, tanto sistólica como diastólica, via inibição da ECA e 

aumentou a atividade da bradicinina em humanos. Outro estudo obS1:lrvou que os 

voluntários apresentavam significativa elevação da concentraçiio de HDL 

colesterol, redução da concentração de triacilgliceróis e diminuiç:ão do risco 

cardíaco31
. O uso de hidrolisados protéicos do soro de leite tem se incrementado 

recentemente, não somente pelas propriedades funcionais tecnológicas que 

proteínas modificadas trazem para os produtos industrializados, mas, também 

pelos novos atributos relacionados à fisiologia animal. 

Metabolismo de Proteínas e Aminoácidos 

As principais substâncias digestivas secretadas pelas glândulas gástricas 

são o ácido clorídrico e o pepsinogênio. O ácido clorídrico ativa o pepsinogênio 

para formar pepsina, que é a enzima que inicia a digestão de proteínas32
. 

O pâncreas e o estômago secretam enzimas (zimogêneos) na forma de 

enzimas inativas que serão ativadas por uma seqüência de eventos em cascata. 

Inicialmente, a atividade da enzima pepsinogênio (secretada no estômago) é 

determinada pela sua conversão à pepsina por ação do ácido clorídrico. A 

mudança conformacional na estrutura da enzima faz com que seja iniciado o 

processo digestivo das proteínas e, simultaneamente, ativada as enzimas 

pancreáticas. A pepsina converte o tripsinogênio secretado pelo pâncreas no 

duodeno em tripsina, essa, por sua vez, ativa a quimotripsina e a elastase33
. 
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No intestino as proteínas chegam na forma de aminoácidos, dipeptídeos e 

tripeptídeos, sendo absorvidos primeiro os dipeptídeos, em seguida os 

tripeptídeos e por último os aminoácidos. A absorção desses e dos peptídeos de 

seqüência maior é processada nos enterócitos e posteriormente, alcançam a 

circulação êntero-hepática34
. 

No exercício prolongado de intensidade moderada, a contribuição do 

metabolismo de proteínas para a produção de energia provavelmente não é maior 

do que cerca de 6% da demanda total de energia. Atualmente, não existem 

evidências de que a ingestão de quantidades superiores à necessidade estimule a 

incorporação dessa proteína excedente nos tecidos orgânicos, mesmo em 

exercícios de força, como por exemplo, fisiculturistas 35
. 

A liberação de aminoácidos pelo fígado é diretamente proporcional à 

intensidade do esforço, podendo atingir vários tecidos através da circulação 

sanguínea. No músculo, os aminoácidos, principalmente os de cadeia ramificada, 

são consumidos, gerando intermediários do ciclo de Krebs fornecendo seu 

grupamento amfnico ao piruvato, convertendo-o em alanina. Esta, por sua vez, 

segue pelo sistema circulatório até o fígado, onde será desaminado e novamente 

convertido a piruvato. O piruvato atravessa a membrana mitocondrial, onde é 

convertido a oxaloacetato e estimula a enzima PEPCK (losfoenol piruvato 

carboxiquinase), catalisando a reação de síntese do fosfoenolpiruvato. Esse ponto 

é reversível e pode promover a síntese de glicose hepática, completando o ciclo 

alanina-glicose. Esta via de produção de glicose tem sua origem no tecido 

muscular que, durante a atividade física, quebra a glicose gerando piruvato33
. 
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Figura 1. Ciclo Alanina-Giicose 

(Onde CK = Ciclo de Krebs ; aCET.GL T = aCetoglutarato; AACR = Aminoáctdos de 

Cadeia Ramrftcada) 

Fonte Lancha Jr., 200433 

O músculo possui uma capacidade limitada de oxidação dos aminoácidos, 

sendo os mamíferos capazes de oxidar alanina, ácido aspártico, ácido glutãmico, 

leucina, isoleucina e valina. Portanto, não existe um mecanismo de 

armazenamento do excesso de proteínas dietéticas no organismo, e qualquer 

aminoácido ingerido além da necessidade imediata é oxidado, e o nitrogênio é 

excretado34
. 

Estudo mostrou que o estômago é um local altamente significante do trato 

gastrintestinal para absorção de peptídeos35
. Contudo, existem fortes evidências 

para a existência de múltiplos sistemas de transportadores de peptídeos, incluindo 

um tipo que é eletrogênico e que requer uma força próton-motiva e dois 

cotransportadores W para cada peptídeo transportado. A taxa de absorção de 
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peptídeos pode ser responsiva ao nível de consumo dietético e quantidade de 

proteínas36
. 

A velocidade de absorção dos aminoácidos provenientes da dieta pelo 

intestino varia conforme o tipo de proteína, podendo afetar a síntese protéica pós· 

prandial, quebra e depósito. Outros fatores que podem interferir são a motilidade 

gástrica e intestinal, digestão luminal e a absorção pela mucosa27 . Diversos 

tecidos como músculo, glândulas mamárias, fígado, rins, mucosa intestinal e 

outros têm suspeita ou comprovada habilidade para utilizar peptídeos como fonte 

de aminoácidos para suprir suas demandas celulares35
. 

Exercício Físico 

O exercício exerce alguns efeitos altamente especificas sobre o 

metabolismo protéico do organismo. Os exercícios de musculação resultam em 

aumento de massa muscular, indicando intensificação na formação de actina e 

miosina. Os exercícios de resistência elevam o conteúdo de proteínas musculares, 

principalmente aquelas envolvidas no metabolismo oxidativo possuindo também 

alguns efeitos imediatos sobre o metabolismo protéico33
. 

Para a reali2ação do exercício é necessária a integração coordenada de 

três importantes sistemas orgânicos: músculo-esquelético, cardiovascular e 

respiratório. Os três estão diretamente acoplados para prover troca gasosa 

homeostática entre o ambiente externo e as fibras musculares em atividade36
. 
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O corpo utiliza três sistemas de energia principais para a provisão da força 

muscular necessária ao exerclcio. O primeiro é o sistema do fosfageno que 

armazena energia das ligações de alta energia do trifosfato de adenosina e da 

fosfocreatina, ambos encontrados no interior das fibras musculares, sendo que 

esse sistema permite surtos muito intensos de energia por períodos de 10 a 15 

segundos. O segundo é o sistema glicogênio-ácido láctico, o qual libera energia 

pela conversão do glicogênio em ácido láctico, podendo suprir energia com 

intensidade de cerca da metade do sistema fosfageno podendo assim sustentar a 

contração muscular máxima por períodos de 30 a 40 segundos. O último sistema 

é o aeróbico que libera energia pela metabolização dos carboidratos, das gorduras 

e das proteínas com oxigênio. Provendo energia com intensidade da ordem de um 

quarto da do sistema fosfageno, mas sua duração é limitada, definida pela 

disponibilidade dos nutrientes apropriados32
• 

A intensidade e a duração do exercício são fatores determinantes na 

seleção do substrato energético para o corpo, para curta duração e alta 

intensidade o corpo utiliza os estoques de adenosina trifosfato (A TI:)) e creatina 

fosfato (CP) para o exercício prolongado, usa carboidratos, lipídeos e 

proteínas38
•
39

. O trifosfato de adenosina (ATP) é o único combustível que pode ser 

usado diretamente pelo músculo esquelético para a contração. Esse estoque no 

músculo é relativamente pequeno e por isso deve sofrer contínua ressíntese a 

partir de seus produtos de degradação: o difosfato de adenosina (ADP) e o 

monofosfato de adenosina (AMP). 
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Figura 2: ATP como fonte de energia. 

Fonte: Mcardle, 199840
. 

Segundo Carvalho et ai (2003), a intensidade do exercício é proporciona l à 

participação dos carboidratos como fonte de energia. A contribu ição da gordura se 

torna expressiva quando a atividade se prolonga e se mantém em intensidade 

francamente aeróbia. Contudo, a proporção de energia provinda da gordura tende 

a diminuir quando a intensidade do exercício aumenta o que exige maior 

participação dos carboidratos. A proteína, com a maior duração do exercíc io, 

aumenta sua participação, o que contribui para a manutenção da glicose 

sanguínea, principalmente por meio da gliconeogênese hepática37
. 

Em uma revisão, Hood e Terjung (1990)41
, salientam o papel dos 

aminoácidos ramificados (leucina, isoleucina e va lina), glutamina, alanina e 
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aspartato no metabolismo durante o exercício. A contribuição da oxidação dos 

aminoácidos ramificados para o fornecimento de energia pode variar de I a 20% 

do total. Durante o exercício, há elevação semelhante nas C•:>ncentrações 

plasmáticas de leucina, o que faz prever que a contribuição deste aminoácido, no 

fornecimento de energia possa estar proporcionalmente aumentada. Em outro 

estudo, Hood e Terjung (1987) 42 demonstram que não ocorre alteração na 

capacidade de oxidação da leucina em músculos de animais treinados, 

comparados aos sedentários, sugerindo que outros tecidos, como o fígado, 

possam estar envolvidos na utilização da leucina no fornecimento de energia. 

Por muito tempo, os efeitos do exercício nas necessidades dietéticas de 

proteínas têm motivado controvérsia43
. Os estudos cien1íficos vêm demonstrando 

que a performance e a saúde de atletas podem ser beneficiadas com a 

modificação díetética35 influenciando a resposta ao exercício de duas formas. 

Primeiro, o consumo inadequado de carboidratos causa depleção mais rápida do 

glicogênio muscular e hepático durante o exercício contribuindo para uma maior 

utilização de proteínas como substrato energético. Isto pode ativar uma enzima 

limitante na oxidação de aminoácidos de cadeia ramificada, a cetoácido 

desidrogenase de cadeia ramificada, quando os estoques de carboidratos são 

baixos. Segundo, o alto consumo de proteínas pode promover um balanço de 

nitrogênio positivo que pode oferecer condições para a sintese protéica43
• 

A seleção de combustível para a prática de exercícios e, as interações que 

ocorrem entre muitos deles, tem interferência na utilização de fontes de energia 

fatores como: disponibilidade do substrato, status nutricional, dieta, modo, 
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intensidade e duração do exercício, tipo de composição da fibra muscular, 

treinamento físico, e também o efeito de treinamento, drogas, hormônios, 

exercícios e fatores ambientais como temperatura e altitude34
. Nas necessidades 

de proteínas para atletas, interferem a composição da dieta, energia total 

consumida, intensidade do exercício, duração e tipo de treinamento, temperatura 

do ambiente, sexo e idade 27
. Estudo examinando saciedade de proteínas 

encontrou que as proteínas do soro exibem um alto nível pós-prandial de 

aminoácidos plasmáticos, comparadas com as da caseína44
. O perfil de 

aminoácidos do soro é adequado para a composição corporal, promovendo a 

sfntese protéica e o acréscimo de massa muscular3
. Estudos têm mostrado que 

somente os aminoácidos essenciais, especialmente a leucina, são necessários 

para estimular a síntese protéica45
•
46

. 

Para indivíduos sedentários, recomenda-se o consumo diário de proteínas 

entre 0,8 e 1 ,2g/kg de peso/dia. Para praticantes de exercícios físicos tem sido 

constatada uma maior ne~essidade de ingestão, pois as proteínas contribuem 

para o fornecimento de energia47 e também o fornecimento de energia em 

exercício de eridurance, sendo, ainda, necessárias na síntese protéica muscular 

pós-exercício37
. Segundo Lemon (1995)48

, pessoas envolvidas em treinos de 

resistência necessitam de 1,2 a 1,4 g de proteína por quilograma de peso ao dia e 

atletas de força 1,6 a 1,7 g/kg peso/dia, sendo a ingestão após o exercício mais 

vantajoso para favorecer a recuperação e a síntese protéica muscular. 

A elevação na ingestão protéica acima das necessidades diárias implica 

sobrecarga orgânica que resulta em déficit energético, exigindo elevação do 

19 



Capítulo 1 

consumo calórico pelo metabolismo além de que o aporte proteínico elevado 

promove alteração da funcionalidade renal. As proteínas contribuem com menos 

de 1 O% do total energético da atividade motora, concluindo-se assim que a 

ingestão elevada é considerada desnecessária para este fim 35
. 

O exercício pode induzir alterações na função gastrintestinal, mas, os 

efeitos no pH gástrico são desconhecidos sendo que o esvaziamento gástrico 

pode ser alterado por alguns fatores como a composição e o volume da dieta 

consumida. O exercício intenso também induz uma elevação da concentração 

plasmática de catecolaminas, endorfinas, e todos os hormônios gas1mintestinais, 

que podem afetar a motilidade intestina149
• 

Metabolismo no Miocárdio Durante o Exercício 

Durante o exercício dinâmico, como corrida, natação ou ciclismo, a 

resposta cardiovascular ao exercício é iniciada por centros de comando mais 

elevados do cérebro, chamados de comando central. Com a continuidade do 

exercício, tanto os sinais mecânicos como os metabólicos do músculo esquelético 

ativo fornecem feedback aos centros cardiovasculares do cérebro para uma 

combinação precisa entre a liberação de oxigênio sistêmico e demanda 

metabólica50
. 

A resistência vascular diminui para facilitar aumentos da perfusão muscular 

já o débito cardíaco, aumenta proporcionalmente à captação de OXÍ!~ênio, o que 

permite a manutenção e até mesmo o aumento da pressão arterial média. O 
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exercício estático, por exemplo, levantamento de peso e exercício isométrico, é 

associado a aumentos menores na captação de oxigênio, no débito cardíaco e no 

volume-contração do que o exercício dinâmico, mas com aumentos equivalentes 

na pressão sanguínea 5°. 

O coração utiliza a energia química armazenada no alimento para gerar o 

ATP que irá acionar o seu trabalho. Entretanto, o coração depende quase 

totalmente da energia liberada nas reações aeróbias, sendo que, o miocárdio 

humano possui uma capacidade oxidativa três vezes maior que o músculo 

esquelético. Já as fibras miocárdicas, possuem a maior concentração de 

mitocôndrias de todos os tecidos e são altamente adaptadas para o catabolismo 

lipídico como fonte primária de ressíntese do ATP40
. 

O fluxo sanguíneo pode aumentar de até 25 vezes durante o exercício mais 

extenuante, fazendo assim com que o débito cardíaco aumente até 6 vezes. 

Durante o treinamento, as dimensões das câmaras cardíacas e da massa 

cardíaca aumentam cada um, 40% permitindo que no exercício máximo, o coração 

bombeie sangue a 90% de sua capacidade máxima32
. Os substratos usados pelo 

coração para a obtenção de energia são: glicose, ácidos graxos e lactato 

circulante. A utilização percentual desses substratos varia com a intensidade e a 

duração do exercício40
. 
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Glicogênio 

O glicogênio é um polímero de 0-glicoses unidas por ligações a(1-4) em 

que, a cada 8 a 14 resíduos, existem ramificações cujas ligações glicosidicas são 

do tipo a(1-6). Ele tem a função de armazenar glicose para uso metabólico 

posterior, sendo esse um suprimento constante para tecidos como o cérebro e as 

células vermelhas do sangue51
. 

Os estoques de glicose na forma de glicogênio são fisicamente limitados, 

visto que são moléculas altamente hidratadas33
• A capacidade elo fígado de 

estocar glicogênio é suficiente apenas para suprir o cérebro com glicose por um 

período de aproximadamente meio dia, ou seja, até 1 O% do glicogênio em peso e 

nas células musculares até 1-2% do peso 51
. No miocárdio o glicogênio ocupa 

aproximadamente 2% do volume da célula no adulto e mais do que 30% no 

miocárdio feta152
. 

Os níveis de glicogênio no coração são afetados pela variedade hormonal, 

dieta e exercício e pela prevenção da glicogenólise induzida por catecolaminas 53
. 

O carboidrato tem eficiência comprovada na recuperação do glicogênio muscular 

pois contribui para a manutenção do peso corporal e a adequada composição 

corporal, maximizando os resultados do treinamento, contribuindo para a 

manutenção da saúde37
. 

Os processos opostos de degradação e síntese do glicogênio são 

regulados reciprocamente, ou seja, um é acelerado, enquanto o outro é inibido. A 
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quebra do glicogênio, ou glicogenólise requer a glicogênio-fosforilase, que catalisa 

a fosforólise de glicogênio (clivagem da ligação pela substituição de um grupo 

fostato} produzindo glicose-1-fosfato. Essa enzima libera uma unidade de glicose 

se esta estiver até no mínimo cinco unidades de um ponto de ramificação. Os 

inibidores alostéricos da fosforilase (ATP, glicose-6-fosfato e glicose) e seu 

ativador alostérico (AMP) interagem diferentemente com as formas fosforilada e 

desfosforilada da enzima51
. 

A glicogênio sintase participa da síntese do glicogênio onde a unidade 

glicosil do UDPG (uridinadifosfoglicose) é transferida para o grupo OH do C4 em 

uma das extremidades não redutoras do glicogênio, formando uma ligação 

glicosídica rr(1-4). Uma molécula de UTP (uridina trifosfato} é clivada a UDP 

(uridina difosfato) para cada resíduo de glicose incorporado no glicogênio, sendo 

assim o consumo de UTP energeticamente equivalente ao consumo de ATP 51
. 

Exaustão 

A fadiga, ou exaustão pode ser definida como o conjunto de manifestações 

produzidas por trabalho, ou exercício prolongado, tendo como conseqüência a 

diminuição da capacidade funcional de manter, ou continuar o rendimento 

esperado54
. Sua etiologia tem despertado grande interesse, principalmente devido 

ao fato de seu caráter multifatoriai34 pode ser dividido em dois componentes: 

fadiga periférica e fadiga central. Essa divisão leva em conta fatores metabólicos 

interativos, que afetam os músculos (fadiga periférica), e o cérebro (fadiga 

central), durante a realização de trabalho físico intenso em atletas 55
. 
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Na fadiga periférica ocorre depleção de tosfocreatina, acúmulo de prótons e 

depleção de glicogênio no músculo. Na fadiga central os fatores considerados são 

o decréscimo da concentração da glicose sanguínea e o aumento na proporção de 

concentração de triptofano para os aminoácidos de cadeia ramificada na corrente 

sanguínea56
• 

O estresse do exercício pode resultar numa adaptação bioquímica muscular 

que aumenta as necessidades nutricionais, com a maior utilização e/ou perda de 

micronutrientes37
. O exercício que requer mais do que a capacidade normal do 

corpo causa alterações agudas que temporariamente reduzem a capacidade 

geradora de potência do músculo, resultando em fadiga. Os mecanismos 

responsáveis pela fadiga dependem de fatores como intensidade, tipo e duração 

do exercício; atividade contrátil, composição fibrosa do músculo em contração; e 

nível de condicionamento do indivíduo50
. 

Normalmente, a freqüência cardíaca, a respiração, a temperatura corporal, 

a atividade enzimática e a função neuroendócrina retornam aos níveis de repouso 

em minutos ou horas após um período intenso e agudo de exercício57
. Por outro 

lado, a reposição de reservas de carboidratos e o reparo no tecido muscular 

danificado podem demorar dois dias ou mais. Após a fase de restauração, 

diversas células, tecidos e sistemas orgânicos perturbados durante o treinamento 

sofrem mudanças na estrutura e função, denominada fase d1~ adaptação 

permitindo ao atleta exercitar-se subseqüentemente durante mais tempo na 

mesma taxa de trabalho absoluta antes do aparecimento da fadiga50
. 
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Creatina Quinase 

A creatina quinase é uma enzima citosólica que catalisa a fosforilação 

reversível da creatina pelo ATP sendo responsável pela síntese, transporte e 

utilização do ATP e creatina fosfato (CP) no músculo cardíaco 58
•

59 
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Figura 3. Ação da Creatina Quinase (CK) 

É uma proteína que existe como uma famflia de quatro isoformas: CK-BB 

predominantemente no cérebro, CK-MB no músculo cardíaco, CK-MM no músculo 

esquelético e CK-Mt nas mitocôndrias59
'
60

, as isoenzimas são discretamente 

diferentes, mas com a mesma especificidade de substrato34
• No músculo 

esquelético há uma reserva relativamente grande de fosfocreatina, sendo que a 

utilização desta ocorre imediatamente no início da contração, para tamponar o 

acúmulo rápido de ADP resultante da hidrólise do ATP. A elevação momentânea 

2' 



Capítulo 1 

da concentração de ADP é o estímulo principal da hidrólise da fosfocreatina peta 

reação da creatina quinase34
. 

A reação da creatina quinase é de equilíbrio e reversível, ocorrendo após o 

exercício, quando a carga energética da célula encontra-se aumentada e quando 

há energia suficiente disponível para refosforilar a creatina34
. A medida precisa 

das isoenzimas no sangue tem sido um importante diagnóstico de doenças 

cardiovasculares (CK-MB), doenças musculares (CK-MM) e neurológicas (CK­

BB)si_ 

Estudos têm demonstrado níveis de atividade da creatina quinase 

diminuídos e com a distribuição das isoenzimas alteradas no miocárdio do 

diabético62
· 

63
. Outro estudo64

, utilizando ratos adultos imobilizados, mostrou a CK­

MM diminuída e as isoenz"1mas MB e BB aumentadas quando comparados com 

animais intactos. 
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RESUMO 

A proteína do soro do leite tem mostrado possuir importantes funções para o 

atleta. Com o intuito de verificar o efeito do consumo da proteína hidrolisada do 

soro de leite na regulação do glicogênio no miocárdio, durante o exercício físico, 

determinaram-se (24-h pós-exaustão) as reservas de glicogênio, as atividades 

enzimáticas da glicogênio sintase (GS) e glicogênio fosforilase (GF) miocárdicas, 

assim como a atividade da creatina quinase (CQ) miocárdica em ratos machos 

Wistar, segregados em grupos de sedentários, treinados, sedentários-exauridos e 

treinados-exauridos. O ensaio biológico teve a duração total de 42 dias, sendo 7 

de adaptação ambiental em dieta comercial e água ad libitum, 7 de adaptação à 

dieta e 28 de treinamento em esteira rolante. As dietas experimentais foram 

elaboradas utilizando como fontes de proteína (12%) o isolado e o hidrolisado do 

soro do leite (GH 11%), e caseína. Nem a dieta nem o treinamento tiveram efeito 

na atividade da creatina quinase miocárdica. Já o glicogênio miocárdico mostrou 

elevação no grupo sedentário que consumiu o hidrolisado e, foi depois submetido 

à exaustão (HSX). A enzima GS não mostrou ter sido afetada pelo treinamento, 

nos animais que consumiram o hidrolisado, mas, quando a dieta continha a 

caseína ou o isolado, a atividade enzimática diminuiu. O treinamento, seguido de 

exaustão provocou uma diminuição da síntese de glicogênio miocárdico no grupo 

que consumiu o isolado (ITX). Nos animais sedentários que consumiram o 

hidrolisado (HSX), porém, a exaustão fez com que a atividade enzimática 

aumentasse. Por sua vez, o treinamento mostrou ter a capacidade de aumentar a 

atividade da enzima GF. Conclui-se que as diferenças metabólicas provocadas no 
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glicogênio do miocárdio pelo efeito combinado das várias proteínas da dieta e o 

exercício físico, sugerem que o hidrolisado não seja responsável por incrementar 

os estoques de glicogênio, nem a atividade das duas principais enzimas que 

regulam os estoques desta reserva energética no miocárdio, diferente ao já 

relatado para o músculo esquelético gastrocnêmio do rato. Consumo crônico do 

hidrolisado, entretanto, parece predispor o tecido miocárdico a sintetizar glicogênio 

mais rapidamente, em comparação ao isolado ou à caseína. Isto foi evidenciadc. 

pela resposta nula da GS ao exercício e corroborado no caso em que o animal 

sedentário foi levado subitamente à exaustão física, situação na qual, o consumo 

do hidrolisado resultou em aumento da atividade da GS e maior acúmulo dE~ 

glicogênio, sem reflexos na atividade da enzima creatina quinase. 

Palavras-chave: creatina quinase, glicogênio, sintase, fosforilase, soro de leite, 

proteolisados, peptídeos, exercício. 
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ABSTRACT 

Milk whey proteins have shown to possess important functions for lhe athlete. We 

wished to verify here the effect of consuming hydrolyzed whey protein on the 

regulation of lhe myocardial glycogen stores in lhe rat myocardium, during physical 

exercise, the enzymatic activities of glycogen synthase (GS), glycogen 

phosphorylase (GP) miocárdicas, as well as lhe activity oi lhe creatine kinase (CK) 

in male Wistar rats, determined 24-h post-exhaustion. The animais were 

segregated in sedentary, trained, and sedentary-exhausted and trained-exhausted. 

The biological assay had lhe total duration of 42 days; 7 of ambient adaptation on 

commercial diet and water ad libitum, 7 of diet adaptation and 28 of training in the 

treadmill. The experimental diets were elaborated using as protein sources (12%) 

either whey protein isolate, ar its hydrolyzate (GH 11%), ar casein. Nor lhe diet no r 

lhe lraining had had an effect in the activity of myocardial creatine .kinase. The 

myocardial glycogen, however, showed an increase in the sedentary group lha! 

consumed lhe hydrolyzate and was later submitted to exhaustion (HSX). The GS 

did not show to have been affected by the lraining in lhe animais that had 

consumed the hydrolyzate, but, when the diel contained either casein or the 

isolate, the enzymatic activity diminished. The training, followed by exhaustion 

provoked a reduction of the synthesis of myocardial glycogen in the group that 

consumed lhe isolate (ITX). In lhe sedentary animais that had consumed the 

hydrolyzate (HSX), however, exhaustion made lhe enzymati-c activity increase. In 

turn, the training showed to have the capacity to increase the activity of the 

enzyme GF. lt could be concluded lha! the differences produced in myocardial 
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glycogen metabolism from the combined use of some dietary proteins and physical 

exercise, suggest that consumption of the hydrolyzate may not be responsible for 

augmenting lhe glycogen stores, nor the activity of the two main enzymes that 

regulate the supplies of this energy reserve of the heart, different from whal h as 

been observed to occur with lhe skeletal muscle gastrocnemius in lhe rat. Chronic 

consumption of the hydrolyzate, however, may predispose the heart tissue to 

synthesize glycogen more readily, in comparison to either the isolate ar case in. 

This became clear when training did no! have an effect on synthesis and when lhe 

sedentary animal was suddenly submitted to physical exhaustion, situation in 

which, the consumption of lhe hydrolyzate would result in an increase of lhe 

activity of GS and a greater accumulation of glycogen, without consequences in 

the activity of creatine quinase. 

Keywords: creatine kinase, glycogen, synthase, phosphorylase, whey. 
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2.1 Introdução 

O exercício físico tem efeitos abrangentes sobre os parâmetros fisiológicos 

como: freqüência cardíaca, débito cardíaco, respostas hormonais, metabolismo da 

glicose, sistema imunológico, entre outros. No início de um exercício, quando 

ocorre uma necessidade energética aumentada, a creatina fosfato é essencial 

durante as transições súbitas de baixa para alta demanda energética. Ela é 

produzida através da transferência da ligação fosfato de alta energia do ATP para 

a creatina por intermédio da enzima creatina quinase. E durante o exercício de 

intensidade moderada à intensa, de curta duração, o principal substrato energético 

envolvido é o carboidrato, estocado sob a forma de glicogênio 1
. 

O gticogênio é uma estrutura compacta de alto peso molecular constituída 

por moléculas de glicose conectadas por ligações glicosídicas 1-44 e ramificações 

1-46. O fígado e o músculo são os maiores depósitos desta importante reserva de 

energia2
, seguido do coração que tem um armazenamento de 2% do seu volume 

total, embora a sua significância na saúde não esteja completamente entendida3
. 

A síntese e a degradação do glicogênio são reguladas por várias enzimas, entre 

elas, a glicogênio fosforilase, que libera uma unidade de glicose pela fosforólise do 

glicogênio e a glicogênio sintase que incorpora a ·unidade glicosila do UDPG 

(uridinaglicosedifosfato) na extremidade não redutora do glicogênio4
. 

A enzima glicogênio sintase, responsável pela gliconeogênese, é regulada 

pelo exercício e sua ativação ocorre imediatamente após esse, promovendo 

repleção de glicogênio pelos mecanismos independentes de insulina4
• O estoque 
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de glicogênio muscular é rapidamente depletado durante o exercício e essa 

depleção em níveis críticos está associada à fadiga 1 . 

Estudos mostraram que a combinação de carboidrato e proteína foi mais 

eficaz do que o carboidrato sozinho na recuperação do glicogênio muscular 

durante as primeiras quatro horas imediatamente após o exercício5
·
6

. Com isso, 

suplementos com essa combinação e que possuam aminoácidos livres além de 

proteínas do soro do leite, vêem ganhando posição cada vez mais forte no 

mercado, devido aos trabalhos que confirmam seus efeitos na nutrição esportiva. 

As proteínas do soro de leite são altamente digeríveis e rapidamente 

absorvíveis pelo organismo, estimulando a síntese de proteínas sanguíneas e de 

outros tecidos. Além disso, contêm quase todos os aminoácidos essenciais em 

excesso às recomendações, exceto os aminoácidos aromáticos (fenilalanina e 

tirosina), que se encontra em quantidades suficientes para atender às 

recomendações para todas as idades 7
. 

Estudo anterior em nosso laboratórioB apresentou resultados relevantes da 

proteína hidrolisada no desempenho físico em animais treinados evidenciado pela 

maior resistência à exaustão em relação à dieta com proteína de soro íntegra. 

Entretanto, seria desejável responder a questão de se diferentes tipos de 

proteínas na dieta ou a forma de apresentação de qualquer proteína alimentar 

teriam algum efeito no conteúdo de glicogênio ou na atividade das enzimas 

glicorregulatórias nos tecidos9
. 

Portanto, estudar a ação da proteína hidrolisada do soro do leite no 

metabolismo do glicogênio, juntamente com o fator exercício físico, foi o objetivo 
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do presente trabalho, visto que o glicogênio tem um importante papel no 

fornecimento de glicose para o miocárdio e há maior utilização de aminoácidos 

com finalidade energética durante o metabolismo acelerado do exercício físico. 
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2.2. Metodologia 

2.2.1 Ensaio biológico 

Teve a duração total de 42 dias e foram utilizados 120 ratos machos da 

linhagem Wistar SPF (specific pathogen free), recém-desmamados, com 21 dias e 

pesando;;;: 45g, procedentes do Centro Multidisciplinar de Investigações Biológicas 

(CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas. O experimento foi aprovado 

pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal (CEEA) - Instituto de Biologia -

IB, Unicamp, sob protocolo nº 841-1/2005. 

Na primeira fase do ensaio (7 dias) foram mantidos em gaiolas individuais 

em laboratório de crescimento, com ciclo claro-escuro e temperatura ambiente de 

20 ± 2"C. Neste período de adaptação, os animais foram alimentados com dieta 

comercial não purificada (Labina) e água ad libitum. 

Utilizaram-se grupos de 1 O animais divididos em 12 diferentes tratamentos 

de treinamento e dieta (Figura 2.1). As dietas experimentais oferecidas foram 

elaboradas conforme AIN 93-G 10
, exceto a proteína, que foi no teor de 12%1

\ 

sendo as fontes protéicas utilizadas nas dietas: isolado (ALACEM-895) e 

hidrolisado (ALATAL-817) do soro do leite, ambos da NZMP™ (Wellington, N.Z.), e 

a caseína, que foi usada como controle. Todos os grupos foram submetidos a 35 

dias de ensaio, no qual a iº semana foi de adaptação às dietas experimentais 

(hidrolisado [H], caseína [C] e isolado [1]). Nos três últimos dias dessa adaptação 

foi realizada a coleta das fezes e urina, em gaiolas metabólicas, para verificar o 
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consumo e a excreção da dieta oferecida, através da determinação do nitrogênio 

pelo método de Kjedahl 12
. 

110 
animais 

I 

40 ratos 40 ratus 40ratl).'l 
hidnlisado imlado 

~-H I c 

I I I 

20 20 20 20 20 20 
treinados sedentári<IS trcil1adus sedentári<IS treinados sedentários 

Jll Jll lO lO lO lO 
trEinados wdwtários trtinados sedw.táril).'l trtinados sedmtá1ios 
waustos exaustos I!Iaustos .naustos .naustos exaustos 

HTX HSX ITX ISX CTX csx 

Jll Jll lO lO lO 20 
trEinados sedentários trtinados sedl'litári.os trtinados sedentários 

HT HS IT IS CT cs 

Figura 2.1- Es(wema da divisão dos animais por dieta e tipo de atividade 

física 

O grau de hidrÓlise do hidrolisado do soro do leite utilizado na preparação 

da dieta foi de ~11 %, segundo o método do TNBS (ácido trinitrobenzenosulfônico), 

o qual determina a concentração de grupos amina primários por ensaio 

espectrofotométrico, segundo Adler-Nissen (1979) 13
. As dietas experimentais 
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tiveram sua composição centesimal determinada por: umidade, cinzas, proteínas, 

fibras 12
, lipídeos 12

• 
14 e carboidratos por diferença. 

O teor de proteína das dietas experimentais foi reduzido para próximo de 

14%, em base seca, ou seja, um nível sub-ótimo para crescimento na condição 

sedentária. A Tabela 2.1 caracteriza a composição das dietas em termos de 

umidade, cinzas, lipídeos, proteínas e carboidratos. A dieta C apresentou um 

maior teor de umidade que as dietas l e H. Enquanto a dieta I teve conteúdo 

glicídico e energético maior, em contrapartida, a dieta H mostrou maior teor de 

lipídeos e cinzas, sendo esses estatisticamente diferentes das outras dietas. As 

dietas experimentais possuíam o teor protéico próximo de 12%, em base úmida 

(ou seja, -14% em base seca, sem diferença estatística; P=0,3), caracterizando-se 

como isoprotéicas, sem apresentar diferença estatística entre si. 
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Tabela 2.1- Composição centesimal média das dietas experimentais (base 

úmida). 

Componente Caseína Isolado Hidrolisado 

(C) (I) (H) 

Energia kcal/100g 382,82 ± 1,71 b 390,73 ± 0,40a 389,71 ± 1 ,43 11 

Carboidratos (%) 64,98 ± 0,423 65,66 ±O, 19a 64,98 ± 0,29a 

Upídeos (%) 8,02 ± 0,07c 8,51 ±0,01b 8,81 ± 0,25a 

Proteínas(%) 12,67 ± 0,16a 12,62 ±O, 12a 12,88 ± 0,38a 

Cinzas(%) 2,63 ± 0,02b 2,57 ± 0,01 b 2,89 ± 0,06a 

Umidade(%) 8,98 ± 0,40a 7,67 ± 0,06b 7,60±0,15b 

Fibras(%) 2,72 ± 0,07b 2,97±0,10a 2,84 ± o,osab 

Valores: média± desvio padrão. Letras diferentes minúsculas na horizontal representam 

diferença significativa (p< 0,05). 

Treinamento e Teste de Exaustão 

Tendo em vista que o metabolismo pode ser alterado pela dieta e pelo nível 

de atividade física, e o objetivo era avaliar o efeito da dieta no desempenho físico, 

foi necessário então introduzir o fator treinamento. A atividade física iniciou-se, 

após o período de adaptação à dieta, onde os três grupos de 40 ratos, separados 

em função da dieta e do tipo de treinamento, foram transferidos para laboratório 

de bioquímica do exercício, onde foram mantidos em gaiolas coletivas (5 animais), 
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onde permaneceram até o final do experimento e, do qual os grupos de animais 

treinados eram levados diariamente para a sala de exercício físico em esteira, por 

28 dias. O treinamento consistiu inicialmente em um teste de aptidão física. 

mínima, antes de serem distribuídos em grupos de treinados e sedentários. Esse 

teste teve duração de 5 minutos a uma velocidade de 10m/min, terminando com a 

exclusão daqueles animais que se recusaram a correr. 

A esteira rolante que é composta de uma plataforma inclinável, dotada de 

um choque elétrico na extremidade de partida para evitar a interrupção da. 

atividade física. O treinamento foi realizado no período da manhã, de segunda a 

sábado, seguindo sempre a mesma seqüência de animais. A duração do 

treinamento foi de 28 dias, sendo que os 7 primeiros serviram como adaptação ao 

exercício físico. 

O grupo de animais treinados seguiu um protocolo de treinamento. 

adaptado de Smolka et ai (2000(', onde a adaptação ao exercício foi feita de 

forma que nos dois primeiros dias, a rotina consistiu em corrida a 10m/min, 

durante 20 minutos e, nos cinco dias restantes, manteve-se a mesma velocidade, 

com aumento do tempo para 40 minutos. 

O treinamento propriamente dito teve duração de mais 21 dias, durante os 

quais, na primeira semana, os animais alcançaram a velocidade de 15m/min, por 

40 minutos. Na segunda semana, 25m/min correndo por 50 min e na última. 

semana por 60 min, na velocidade de 25m/min. 

No final do treinamento, os grupos escolhidos (seis grupos de 1 O animais} 

para exaustão foram submetidos à prova, correndo na velocidade de 25m/min até 
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atingirem 32,5m/min. O tempo de exaustão foi determinado no momento em que o 

animal não conseguia mais se afastar do choque elétrico. 

2.2.3 Sacrifício dos Animais 

Ao término da exaustão, amostras de sangue caudal toram extraídas para 

determinação do lactato sérico e os animais deixados em repouso de 24 horas. No 

dia seguinte, todos os animais foram sacrificados por decapitação, sendo o órgão 

(coração) coletado e armazenado em nitrogênio líquido até realização das 

análises. Antes de cada análise os órgãos foram desintegrados em almofariz com 

nitrogênio líquido. 

2.2.4 Determinações 

a) Quantificação do G/icogênio 

O glicogênio do miocárdio foi determinado em amostras de ~35mg de 

tecido utilizando solução de KOH a 30%, saturada com Na2S04 e etano! para 

precipitar o glicogênio do digerido alcalino e então quantificados pelo ácido 

sulfúrico e fenol, seguindo o método de Lo et ai. (1970) 16
. 

b} Atividade da Creatina Quinase (fração MB) 

A atividade dessa enzima foi determinada pelo kit comercial CK-MB (NAC), 

baseado na inativação total da creatina quinase (isozima CKMB). É um método 

cinético com utilização de absorção no UV, da Laborlab S/A produtos para 

laboratórios (Guarulhos, S/P). O cálculo da atividade foi feito pela diferença de 

absorbância (L\A), subtraindo o A1 (absorbância após exatos 5 minutos) do Ao 
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(absorbância inicial) e multiplicando por 1350, conforme instruções da bula de 

procedimentos. A leitura das amostras foi feita contra água desionizada no 

espectrofotômetro Beckman DU-70 com controlador de temperatura Beckman a 

30'C. 

c) Atividade Enzimática da Glicogênio Sintase 

A enzima glicogênio sintase teve sua atividade determinada por fluorimetria 

mediante a quantificação de UDP e NAD+ formados, conforme descrito por 

Passonneau e Lowry (1 993) 18
. Após a preparação da amostra, foi acrescentado o 

primeiro reagente (contendo imidazol, UDPG, glicogênio, EDTA, NaF, ditiotreitol e 

BSA), e incubado por 1 hora, a 38"C. A essa mistura foi adicionado H2 0 2 em 

NaOH, seguido de incubação por 30 minutos, em temperatura ambiente. Em 

seguida, foi acrescentado o terceiro reagente que continha imidazol, KCI, MgCI 2 , 

fosfopiruvato, NADH, piruvato quinase, lactato desidrogenase, catalase e BSA. A 

leitura da fluorescência foi feita após 20 minutos no espectrofluorômetro ISS-PC1 

Photon Countíng Spectrofluorometer, Champaign, I L, USA, modelo H1 0-450. Pl 

excitação foi fixada em 290nm e a emissão em 361 nm. 

d) Atividade Enzimática da Glicogênio Fosforilase 

A atividade da enzima glicogênio fosforilase foi determinada. 

espectrofotometricamente pelo método adaptado de Childress e SacktQr (1970) 17 

e Passonneau e Lowry (1993) 18
, onde a amostra é homogeneizada e centrifugada, 

e posteriormente equilibrada em banho a 30"C para ser acrescentado 1 mL da. 

solução de enzimas. A leitura foi feita a cada 30 segundos, durante-5 minutos, no 
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espectrofotômetro Beckman DU-70, com controlador de temperatura Beckman, a 

30"C. 

2.2.5 Análise Estatística 

Os resultados obtidos foram apresentados como média ± erro padrão ~e 

' submetidos à análise estatística usando o programa SPSS (Statistical Package for 

Social Science) para ambiente Windows, versão 15.0, onde as diferenças entre 

médias foram avaliadas, usando o teste de Tukey com nível de significãncla P< 

0.05. 
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2.3 Resultados e Discussão 

• Consumo de dieta 

Os animais receberam a dieta experimental durante 35 dias, apresentando 

um consumo médio diário de 17,46 ± O, 1 6 g nos grupos da caseína, 15,83 ± O,OS1 

g nos grupos do isolado e 15,68 ± O, 11 g nos grupos do hidrolisado do soro de 

leite, apresentando diferença estatística do grupo da caseína em relação aos 

demais grupos. A assimilação da proteína das dietas pocrle ser avaliada através da 

comparação do balanço nitrogenado de cada dieta experimental com a dieta 

padrão {caseína), que é a relação da ingestão protéica com sua excreção, sendo 

eles: 0,87 ± 0,15 g N/dia nos grupos da caseína, 0,81 ± 0,17 g N/dia nos grupos 

do isolado e 0,83 ± 0,17 g N/dia nos grupos do hldrolisado, sendo a diferença 

pequena, mas significativa. Os dados comprovam o bom aproveitamento da 

proteína das dietas experimentais pelo organismo. 

O treinamento iniciou-se após a adaptação à dieta experimental e teve a 

duração de 28 dias. Durante esse período os animais seguiram o protocolo de 

treinamento e, no último dia, os grupos TX e SX foram submetidos à exaustão. 

Este procedimento foi realizado com o intuito de avaliar a forma em que a 

atividade física e a duração desta poderiam afetar a utilização dos estoques de 

glicogênio dos ratos desses dois grupos, pois o tecido muscular consome 

primeiramente ATP e creatina-fosfato, prosseguindo sucessivamente com a 

mobilização da glicose circulante e a degradação do glicogênio muscular e 

hepático19
. 
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• Creatína quínase 

A atividade enzimática da creatina quinase na fração MB foi avaliada por 

ser uma enzima chave no fornecimento de energia durante o exercício. Na Figura 

2.2, pode-se observar que a atividade da enzima creatina quinase mostrou-se 

superior quando a fonte protéica utilizada foi o hidrolisado, conjuntamente com o 

treinamento (grupos HT e HTX), porém, sem diferenças significativas (p=0,145). 

No grupo SX, a dieta que mais influenciou a elevação da atividade foi a que 

continha caseína, enquanto no grupoS, foi o isolado do soro de leite. 

Os resultados apresentados na Figura 2.2 sugerem que o fator exercício, 

aliado ao consumo de proteína hidrolisada do soro de leite, aumenta a atividade 

da creatina quinase fração MB provavelmente em conseqüência do desgaste 

muscular e estresse físico pelo qual o animal era submetido com o treinamento. 

Segundo Cardinet (1997) 20
, a creatina quinase é a enzima amplamente utilizada 

para determinação de alterações musculares, e é considerado um indicador 

altamente sensível e específico de lesão muscular, já que as fibras musculares 

são particularmente ricas nessa enzima. 

Quando comparados aos efeitos da dieta e/ou do treinamento pelo qual o 

animal foi submetido, os dados apresentados na Figura 2.2 não apresentaram 

diferença significativa (p,Q,145). Os valores de CK-MB encontrados nesse 

trabalho estão próximos daqueles relatados por Kurata et ai. (2007) 21
, que 

analisaram a atividade da enzima no miocárdio de ratos machos com 7 semanas 

de idade (26,2 ±18,1 U/L). 
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Figura 2.2- Média da atividade enzimática da creatína q~inase miocardial nos grupos 

experimentais, nas dietas: 11 caseína, D isolado e. hidrolis'ado. Médias de 3 animais. 

Valores: média ±erro padrão. Letras minúsculas diferentes representam diferença 

significativa entre as dietas e dentro de cada grupo de atividade. As maiúsculas se referem às 

diferenças entre os níveis de atividade física (p< 0,05). 

• Glicogênio do Miocárdio 

O conteúdo de glicogênio do miocárdio, após 24 horas de repouso, nos 

animais do grupo sedentário-exausto {SX), dependendo da dieta recebida, 

respondeu significativamente diferente ao consumo do hidrolisado, como pode ser 

observado na Figura 2.3-a e Figura 2.3-c. Assim, o hidrolisado levou a um 

aumento da reserva de glicogênio no grupo sedentário, quando este foi submetido 

à exaustão (SX; Figura 2.3-c), sugerindo que durante o escasso esforço físico 

despedido pelo sedentário, excesso de glicogênio pode ter sido sintetizado para 
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durar mais que 24 horas, sem haver gasto. Isto poderia ser comparado a um 

"treinamento" de choque com efeitos diferenciados para o caso em que a proteína 

consumida foi a hidrolisada. Comparando esse grupo (SX) com TX (Figura 2.3-c), 

pode-se notar que houve diferença quando o consumo foi de hidrolisado e foram 

realizados tipos de treinamento diferentes, o mesmo ocorrendo quando se 

relacionaram os grupos S e SX (Figura 2.3-a). Entretanto, nos grupos 

experimentais T, S e TX não foram encontradas diferenças significativas, após 24 

horas de repouso, que pudessem comprovar o efeito da dieta ou do exercício 

físico realizado nesses grupos, Figura 2.3-b e 2.3-d. 

Estes resultados podem diferir daqueles obtidos para o músculo 

esquelético8
'
22

, pelos quais se esperaria que os estoques no miocárdio também 

pudessem estar mais elevados nos grupos que consumiram a proteína 

hidrolisada. Mediante estas observações, pode se concluir que a resposta do 

miocárdio não segue o mesmo comportamento do músculo esquelético. 

As determinações de glicogênio no miocárdio neste trabalho mostraram que 

o valor mais elevado foi 3,53 ± 0,50 mg/g tecido, correspondente ao grupo 

sedentário que foi levado à exaustão (SX) e consumiu a proteína hidrolisada. 

Comparando os dados de glicogênio do miocárdio encontrados no presente 

estudo (média= 2,1mg/g tecido) com os dados relatados na literatura para ratos 

Wistar normalmente alimentados com a dieta normal AIN 73 (5,8 mg/g tecido) 23
, 

os valores de todos os grupos (excetuando o HSX) são 64"'/o inferiores. Em não 

havendo qualquer explicação metodológica para esta diferença, os dados podem 

sugerir algum efeito relacionado às diferenças na composição das dietas, como 
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são o menor teor de proteína e o uso da formulação AlN 93-G do presente 

experimento. 
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Figura 2.3- Média do conteúdo de glicogênio no miocárdio nos grupos experimentais em 

mg/ g tecido. (a) Comparação entre treinado e sedentário_ (b) Comparação entre treinado-exausto 

e sedentário-exausto (c) Comparação entre treinado e treinado-exausto. (d) Comparação entre 

sedentário e sedentário-exausto, nas dietas: • caseína, O isolado e • hidrolisado. Médias de 3 

animais. 

Valores: média ±erro padrão Letras minúsculas diferentes representam diferença 

significativa entre as dietas e dentro de cada grupo de atividade. As maiúsculas se referem às 

diferenças entre os níveis de atividade física (P< 0,05). 
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Foi relatado por Tassi et ai (1998)22 que, enquanto os níveis de glicogênio 

hepático não foram afetados pela administração de dieta a base de a-lactalbumina 

hidrolisada, com relação a outra contendo a mesma proteína não hidrolisada, o 

glicogênio muscular foi poupado nos animais submetidos ao exercício exaustivo, 

como foi visto logo no final da exaustão. Já no caso de animais alimentados com 

dietas elaboradas com proteína total do isolado de soro do leite, em comparação a 

outros alimentados com a proteína hidrolisada, os animais exauridos e deixados 

em recuperação por 48 horas não mostraram diferenças nos estoques de 

glicogênio do músculo esquelético8
. 

Se realmente o exercício físico altera a atividade das enzimas reguladoras 

do metabolismo do glicogênio, seria então possível observar diferenças nos 

efeitos destas entre os animais treinados e sedentários. Esse fato tem sido 

atribuído à capacidade da proteína do soro do leite de modular a atividade de 

enzimas glicolíticas e gliconeogênicas9
, assim como ao poder de certos 

aminoácidos estimularem a atividade desse tipo de enzimas24
. 

• Glicogênío síntase 

Contudo, a atividade da enzima glicogênio sintase alterou-se em resposta 

às duas variáveis: atividade física e dieta {Figura 2.4). Quando a dieta continha o 

hidrolisado, o treinamento não mostrou nenhum efeito, mas, quando a dieta era a 

caseína ou o isolado, a atividade enzimática diminuiu com o treinamento (Figura 

2.4-b), de forma coerente com o deslocamento do metabolismo de uma fase 

anabólica para outra catabólica. Já quando a exaustão foi efetuada nos animais 
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-------------------------------------------
treinados, somente a dieta contendo o isolado resultou em diminuição da síntese 

de glicogênio no miocárdio (Figura 2.4-d), embora sem p~oduzir queda significativa 

nos estoques de glicogênio. 

Com relação ao grupo sedentário, que foi onde se notaram as maiores 

diferenças entre as dietas, a exaustão fez com que. a caseína e o isolado 

diminuíssem a atividade da glicogênio sintase, enquanto o hidrolisado fez a 

atividade aumentar, de forma leve, mas significativamente (Figura 2.4-a). Esta 

maior atividade, entretanto, causou um aumento dramático nos estoques de 

glicogênio miocárdico nesse grupo de animais, sendo que suas conseqüências 

fisiológicas deveriam ser estudadas mais em profundidade. 
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Figura 2.4 • Interações entre dieta e atividade física, com relação à atividade da enzima 

glicogênio sintas e no miocárdio dos grupos experimentais: {a) treinado e sedentário. (b) treinado-

exausto e sedentário-exausto {c) treinado e treinado-exausto. (d) sedentário e sedentário-exausto, 

nas dietas 11 caserna, O isolado e • hidrolisado. Médias de 3 animais. 

Valores: média± erro padrão. Letras minUsculas diferentes representam diferença 

significativa entre as dietas e dentro de cada grupo de atividade. As maiUsculas se referem às 

diferenças entre os níveis de atividade física {p< 0,05). 
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Isso ocorre porque a síntese de glicogênio é afetada diretamente pelo tipo, 

duração e intensidade do exercício realizado, devido às alterações enzimáticas e 

adaptações agudas ao exercício estressante25
. Esses resultados contrariam os 

achados de York et ai (1975) 26
, que avaliaram o glicogênio do miocárdio em ratos 

machos, jovens, submetidos à natação durante 16 semar:tas. Esse trabalho relatou 

não haver diferença no conteúdo de glicogênio, assim como na atividade da 

fosfofrutoquinase do mesmo tecido, quando os animais treinados foram 

comparados com os sedentários, quer sob o regime de alimentação, quer em 

jejum. Esses autores concluíram que, aparentemente, o jejum afetou a variação 

dos níveis de glicogênio na direção oposta às mudanças na atividade da 

fosfofrutoquinase, sugerindo, portanto que o glicogênio não variou como resultado 

do exercício físico prolongado, e sim como resultado de certo estresse metabólico. 

Tomando o caso dos animais sedentários, pode se observar que a caseína 

produziu nfveis mais elevados de atividade da enzima glicogênio sintase no 

miocárdio do que as demais proteínas (Figuras 2.4-a e 2.4-b). Já quando esses 

animais foram levados à exaustão, a atividade produzida pela dieta de caseina 

diminuiu, ficando menor do que a do hidrolisado. Esta última, por sua vez não 

superou em mais que 10% a atividade mostrada antes da exaustão. 

Nessa mesma Figura {2.4-a), ainda, pode ser visto que a dieta elaborada 

com o isolado também mostrou diminuir a atividade após a exaustão. Dessa 

forma, apenas a dieta com o hidrolisado não resultou em diminuição, senão em 

aumento significativo, embora discreto, da atividade da sintase. Tais resultados 

são consistentes, embora não exatamente proporcionais, com a elevação dos 

estoques de glicogênio, vistos na Figura 2.3-a. 
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Já no caso dos animais que passaram pelo protocolo do treinamento 

regular (Te TX; Figura 2.4-d), as atividades da sintase não tiveram alteração com 

a exaustão, a não ser para a dieta com o isolado. Isto sugere que a taxa de 

síntese de glicogênio diminuiu para este grupo de dieta e a sua correspondente 

reserva de glicogênio deveria ser inferior à dos outros grupos de dieta. Entretanto 

e, embora as diferenças entre todos os grupos tenham sido não significativas 

(Figura 2.3-d), deve ser levado em conta o fato de que os animais que 

consumiram o isolado despenderam uma energia (trabalho) média numericamente 

inferior aos animais do grupo alimentado com o hidrolisado. Em função disso, não 

seria surpreendente que os estoques de glicogênio do grupo ITX tenham sido 

ligeiramente superiores aos do que o HTX, por exemplo. 

É claramente notado nos gráficos da Figura 2.4, que quando o animal é 

submetido à exercícios ffsicos até alcançar a exaustão, com exceção dos animais 

do grupo sedentário, a atividade da enzima glicogênio sintase diminui, o que 

parece ser razoável, considerando que no exercício físico, há uma maior 

necessidade de glicose na corrente sanguínea. Essas observações são opostas 

às relatadas em estudo9 anterior, que mostrou que a atividade total da enzima 

glicogênio sintase hepática não é afetada pelo treinamento de animais em esteira, 

contrariando também os dados obtidos por outro trabalho27
, no qual pode-se 

observar que a atividade dessa enzima era significantemente mais alta no 

músculo esquelético de animais. treinados com natação e alimentados com 

proteína do soro do leite em relação aos que receberam dieta com caseína. 

Morifuji et ai. (2005)9 desenvolveram estudo no qual foram ensaiadas as 

sete principais enzimas conhecidas no metabolismo do glicogênio, comparando a 
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influência da natureza da proteína da dieta (caseína, p~oteína do soro do leite -

sem definição- e proteína de soja) e o exercício físic~ em ratos. Embora não 

tenham estes autores levado em consideração os efeitos! separados do exercício e 

das diferentes dietas, eles relatam não ter encontrando diferença entre a atividade 

da glicogênio sintase produzida pela dieta a base de c~seína e a produzida pela 

proteína do soro de leite. Com relação às demai~ enzimas indiretamente 

envolvidas (glucoquinase, 6-fosfofrutoquinase, piruvato quinase, glicose-6" 

fosfatase, frutose 1 ,6-difosfatase, e fosfoenolpiruv<jlto carboxiquinase), as 

diferenças observadas foram mínimas. 

Nota-se na Figura 2.4-b e 2.4-d que há, nos grupos sedentário, treinado e 

treinado-exausto, uma tendência de maior atividade en~imática nos animais que 

receberam a dieta com caseína. Isso pode ser devido :1 uma maior liberação de 

insulina, tendo em conta que esta proteína tem efeito naJs células j3 do pâncreas, 

agindo como ativador da enzima glicogênio sintase. Con-)parando o efeito da dieta 

entre os animais que receberam a proteína isolada e a hidrolisada, nota-se que 

houve um efeito no sentido de o hidrolisado produzir mai9r atividade enzimática do 

que o isolado, excetuando-se o caso, porém, dos animaiS simplesmente treinados. 

É pertinente ressaltar também a possibilidade de ~er havido maior liberação 

de insulina devido ao maior conteúdo de aminoácido livrte no hidrolisado, embora, 

em menor proporção que na caseína. Esse efeito de 1estimulação sinérgica de 

liberação insulínica a partir de ingestão de proteína e a'minoácidos foi observado 

pela primeira vez nos anos 60 28
.
35 e confirmado postefiormente por Nuttall et ai 

36
·
37

. Tem sido sugerido que essa estimulação se dieve a um aumento de 
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lançamento de secretagogos originários do trato gastrintestinal28
• Outro trabalho 

sugere que esta liberação de insulina pelas células pancreáticas j3 se deva a um 

aumento da atividade do ácido tricarboxílico e do consumo de oxigênio promovido 

por alguns aminoácidos presentes na proteína, em especial a leucina38
. 

A conseqüência disso é que no músculo cardíaco, ocorre uma relação 

inversa entre a ação da atividade da enzima glicogênio sintase e o conteúdo de 

glicogênio, sendo que o maior conteúdo de glicogênio pode ter ocorrido pela ação 

exclusiva da insulina39
. As taxas de acúmulo do g!icogênio no coração podem ser 

aumentadas mesmo sem haver elevação na captação de glicose, desde que um 

combustível alternativo esteja disponível para permitir o redirecionamento da 

glicose para a enzima glicogênio sintase, mecanismo este que é importante para 

manter e repletar o glicogênio miocárdico durante e após o exercício40
. A 

conversão do glicogênio de volta para glicose pelas células do fígado e a liberação 

do produto no sangue ocorrerá quando os níveis de insulina circulantes forem 

diminuídos. 

A indução do aumento de atividade da enzima glicogênio sintase pela 

insulina ocorre mediante o deslocamento da relação entre a forma "I" (ativa) e o 

nível de glicogênio nos tecidos39
, pois a insulina aumenta os níveis de glicose-6-

fosfato, diminuindo a inibição da enzima glicogênio sintase por ATP, ADP e P;. A 

glicose-6-fosfato, por sua vez, ativa a forma "I" através da transformação da forma 

"O" em "1". 

Outro estudo observou que a adição de proteína do soro do leite ao 

suplemento de carboidrato, resultava em aumento do estoque de glicogênio 
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muscular durante um período de recuperação de 4 horaS, atribuindo esse efeito à 

maior resposta da insulina causada pela ingestão da proteína do soro do leite5
. 

Com o treinamento, as estruturas musculares passariam a consumir maior 

proporção de aminoácidos, consequentemente poufilando os estoques de 

glicogênio e, aumentando a resistência ao esforço41
• Outra possível explicação 

para o aumento da atividade da enzima glicogênio sint$.se durante o tratamento 

com dieta protéica é oferecido pelo aumento da disponibilidade de precursores 

gliconeogênicos provindos das proteínas 5
. 

Porém, os resultados da Figura 2.4 indicam que a maior atividade da 

enzima glicogênio sintase foi obtida para os animais com a dieta a base de 

caseína, ao contrário do ocorrido com os animas com dieta hidrolisada. Se 

realmente a maior atividade da enzima glicogênio sintase nos animais alimentados 

com caseína do presente trabalho se deve a uma ação <tia insulina, seria possível 

encontrar uma maior concentração deste hormônio ness$5 animais. Coerente com 

a possibilidade de que o consumo do hidrolisado resulte em aumento da 

insulinemia, van Loo et ai. (2000)38 encontraram concentrações plasmáticas de 

insulina 25% maiores em pessoas alimentadas com bebidas à base de proteínas 

hidrolisadas do que em pessoas alimentadas com caseína. 

• Glicogênio fosforilase 

Nos dados sobre a glicogênio fosforilase apresentados na Figura 2.5, pode­

se observar um aumento na atividade devido ao treirilamento, sempre que os 

animais não foram levados à exaustão, sendo essa afirmação válida para todas as 
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dietas. Por sua vez, pode ser notado também um efeito do tipo de dieta na 

resposta na atividade da enzima, mas somente para os animais treinados. 
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Figura 2.5- Atividade da enzima glicagênio fosforilase miocârdica dos grupos 

experimentais: (a) treinado e sedentária_ {b) treinada-exausta e sedentárla-exausto {c) treinado e 

treinado-exausto. (d) sedentário e sedentário-exausto, nas dietas • caseína, D isolado e 

• hidralisado. Médias de 3 animais. 

Valores: média± erra padrão. Letras minúsculas diferentes representam diferença 

significativa entre as dietas e dentro de cada grupo de atividade. As maiúsculas se referem às 

diferenças entre os níveis de atividade física (p< 0,05) 
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Após um período de recuper8ção de 24 horas, p4s-exaustão (Figura 2.5-b), 

as diferenças de atividade registradas entre as dieta~ (p=0,07) não mostraram 

significância pelo critério padrão, porém, evidencio~-se que o treinamento 

produziu uma ativação de mais do que 100% da glicog~nio fosforilase, sugerindo 

uma adaptação diária do organismo ao exercício rotinei~o moderado. Uma vez que 

no animal treinado ou sedentário, quando submetido !à exaustão, os níveis de 

atividade voltam a se adaptar a um estado de baixo est~que de glicogênio, para o 

qual a fosforilase não é mais exigida. Comparados cbm os dados obtidos por 

Kondrat'ev e! ai (2005) 42
, os valores aqui relatados São da mesma ordem de 

grandeza. 

Segundo Adolfsson et ai (1972) 39
, a insulina a'umenta a quantidade de 

glicose-6-fosfato que, por sua vez, reduz a atividaqle da enzima glicogênio 

fosforilase por diminuir a conversão, da forma B da enzi;ma para A (ativa), através 

do AMP. Os valores de atividade enzimática encontrados para a glicogênio 

fosforilase podem então ser relacionados com a prev~são e/ou manutenção do 

nível de exercício, de tal forma que a atividade da enzi~a glicogênio fosforilase se 

ajuste à utilização do glicogênio, em função das variaçiões na disponibilidade de 

outros substratos energéticos, como os ácidos graxos4P. As correlações oposta8 

da atividade da enzima glicogênio sintase e tosforilas~ com a concentração det 

glicogênio sugerem que mudanças na atividade desSas duas enzimas sejam 

dependentes das mudanças na concentração de glicog~nio: com um aumento nos 

estoques de glicogênio opera-se uma inibição na ativid$de da sintase e estimula·· 

se a fosforilase. Isso é compatível com o mecanismo dk regulação mediado pel~t 

mobilização de glicose e glicogênio43
. 
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2.4 Conclusão 

Os resultados das atividades enzimáticas da glicogênio sintase e a 

glicogênio fosforilase mostraram que, enquanto o treinamento físico sistemático e 

moderado teve influência no sentido de aumentar a atividade da fosforilase para o 

organismo enfrentar um maior dispêndio previsível de glicogênio, as dietas não 

tiveram qualquer influência sobre esta variável. Houve, porém, efeito da dieta 

elaborada com o hidrolisado para os animais sedentários, no sentido de aumentar 

a atividade da sintase, quando estes foram submetidos à exaustão. Esse aumento 

se refletiu em maiores estoques do glicogênio miocárdico. Resta saber se no 

tempo zero da recuperação dos exauridos, ou seja, no final da exaustão, seria 

possível observar algum outro efeito da dieta que explicasse os resultados de 

experiências anteriores que mostram um diferencial vantajoso nas reservas de 

glicogênio muscular esquelético, tanto no final da exaustão, quanto durante a fase 

de recuperação. 

A atividade da enzima glicogênio sintase induzida pela dieta com o isolado 

mostrou tendência a ser menor do que aquela induzida pela caseína e, até pelo 

hidrolisado, com exceção dos grupos sedentário e treinado. 

Passadas 24 horas desde o final da exaustão, as reservas de glicogênio no 

tecido do miocárdio também não revelaram diferenças entre as dietas, exceto para 

o caso dos animais sedentários que consumiram o hidrolisado e foram 

posteriormente submetidos à exaustão. Estes animais mostraram maiores 

reservas de glicogênio do que todos os demais grupos, provavelmente devido à 

ativação da sintase, acoplada a uma diminuição da fosforilase. Aumento da 
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atividade da sintase foi de fato confirmada no grupo sed~ntário-exausto, ao passo 

que diminuição da atividade da fosforilase se confirmou i em todos os grupos que 

passaram pela exaustão. 

Finalizando, as diferenças observadas no meta~olismo do glicogênio do 

miocárdio, face às alterações provocadas na proteína daj dieta e o exercício físico, 

não revelam que, após 24-h de recuperação da exaYstão, o hidrolisado seja 

responsável por incrementar os estoques de glicogêni~ no miocárdio, seja por 

aumento da síntese ou poupança da hidrólise, de forma análoga ao anteriormente 

relatado para o músculo esquelético (gastrocnêmio) do !rato, nem nas atividades 

das duas principais enzimas que regulam os estoques d~sta reserva energética e 

nem na atividade da enzima creatina quinase. 
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RESUMO 

As proteínas são importante fonte de energia para o organismo humano e se 

recomenda que contribuam com cerca de 15% do valor calórico total. As proteínas 

do soro do leite são ricas em aminoácidos indispensáveis, principalmente os de 

cadeia ramificada. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influência da fonte 

protéica utilizada na dieta (isolado ou hidrolisado do soro de leite; GH 11 %) em 

parâmetros de exaustão, atividade enzimática da pepsina e perfusão de peptídeos 

através da parede estomacal de ratos machos Wistar, divididos em quatro grupos 

(n=1 O), a saber: sedentário (S), sedentário-exausto (SX), treinado (T), e treinado­

exausto (TX). O ensaio biológico teve duração de 42 dias, sendo que o 

treinamento foi realizado durante quatro semanas em esteira rolante. Na exaustão, 

foi possível observar que os animais previamente treinados tiveram maior 

resistência à exaustão, independente da dieta recebida. Avaliando o efeito das 

variáveis na pepsina, notou-se que, alternativamente, o treinamento ou o 

hidrolisado, aumentam a atividade péptica, enquanto a exaustão a diminui. Para o 

animal que recebeu somente treinamento, essa diminuição ocorreu independente 

do tipo de dieta, enquanto, para o sedentário, obviamente, a diminuição se 

registrou, 48 horas mais tarde, apenas no animal que recebia o hidrolisado (HSX). 

A perfusão de peptídeos foi avaliada em estômagos de ratos que tinham sido 

alimentados com o isolado ou o hidrolisado. Após duas horas de incubação 

estomacal, o perfil eletroforético do conteúdo remanescente mostrou maior 

quantidade de picos (peptfdeos) quando o hidrolisado foi o material infundido 

(grupos SX e TX). Já no perfusado externo, não foi possível a detecção de picos. 
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Em relação ao branco (infusão de água destilada), obsfrvou-se que neste havia 

alguns picos que podem corresponder a peptídeos oriu1dos do próprio estômago, 

nos conteúdos interno e externo, um achado que merete investigação. Quanto à 

produção de aminoácidos livres durante a incubaçãt o grupo S apresentou 

valores mais elevados para todos os aminoácidos do tu e os outros três grupos 

experimentais. Avaliando o perfil aminoacídico no perfudado externo do grupo TX, 
I 

infundidos com isolado e hidrolisado, não foi possívellobservar a passagem de 

aminoácidos através da parede estomacal, com exce~ão do aminoácido valina, 

que se apresentou em quantidade notavelmente elevada nessa análise. Conclui·· 
I 

se que o consumo do hidrolisado pode mostrar umja resposta vantajosa no 
I 

parâmetro tempo de exaustão, em relação ao isolado d1 soro de leite, enquanto a 

atividade enzimática da pepsina, não foi influenciada Peta exaustão e sim pelo 
! 

consumo crônico de proteína hidrolisada. Nas análises fe perfusão das proteínas 

do soro do leite através do estômago, os resultados sug~rem que um peptídeo, ou 
! 

peptídeos, contendo elevada quantidade do aminoácido de cadeia ramificada 
I 

valina, se transfunde através da parede estomacal, en1uanto que o consumo de 

hidrolisado resulta em quantidade mais elevada de peftídeos ou fragmentos no 

interior do estômago, em relação ao isolado. Com r~lação ao mecanismo de 
I 

transporte e utilização desses aminoácidos e peptfdefs, assim como as suas 

influências na atividade precisam ser elucidadas. 

Palavras-chave: proteínas do soro de leite, peptídeos, ~epsina, exaustão. 
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ABSTRACT 

Proteins are also an important energy source for lhe human organism and it is 

recommended thal they contribute with aboul 15% of the total caloric value. The 

milk whey proteins are rich in indispensable amino acids, mainly of branched chain 

type. The objective of lhe present work was to evaluate the influence of the protein 

source used in the diet (milk whey isolate or hydrolyzate; GH 11%) on such 

parameters as time of exhaustion, enzymatic activity of pepsin and perfusion of 

peptides through the stomach wall of male Wistar rats, divided in four groups 

(n=1 Ox4): sedenlary (S), sedentary-exhausted (SX), lrained {T), and trained­

exhausted (TX). The biological assay lasled 42 days, including four weeks for lhe 

aclual training in lhe treadmill. Regardless of lhe diel received, lhe trained rals 

displayed a greater mean resistance to exhaustion, than lhe sedentary animais. 

Evaluating lhe effect of lhe variables on pepsin, it was noted that both training and 

lhe hydrolyzate made lhe enzyme's aclivity to increase, but the activity returned to 

the sedentary leveis 48 hours after bringing lhe animal to exhaustion. Such a 

decrease, obviously, was evidenl only in lhe sedentary animais that were fed the 

hydrolyzate and were later brought to exhaustion {HSX). The perfusion of peptides 

was evaluated in stomachs of rats lha! had been fed with either lhe isolate or lhe 

hydrolyzate. After two hours of stomach incubation, the electrophoretic profile oi 

the remaining contents showed a greater amounl of peaks {peptides) in lhe 

stomachs lha! were infused with lhe hydrolyzale {groups SX and TX). Meanwhile, 

no peaks were detected in the externai perfusale. From lhe peptide profile of the 

blank infusion (distilled water), it was possible to observe, bolh internai and 
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externally, a couple of peaks that could correspond to peptides derived from lhe 

very stomach lissue is something that merits further invfastigation. With regarei to 

the free amino acid production during incubation, grouw S exhibited the highest 

values for ali lhe amino acids. Evaluating lhe amino aCid profile in lhe externai 

perfusate of group TX lha! were infused with isolated and hidrolisado, it was no! 

possible to observe lhe amino acids traverse lhe stomacih wall, with lhe excep1ion 

of valine, that was found in notably high amounts. lt can be concluded that 

consumption of the hydrolyzale can elicit an advantagebus response in lerms of 

exhaustion time, against lhe isolate, while lhe enzymatic activity of pepsin does not 

seem to be influenced by exhaustion, but by the chronic ingestion of the 

hydrolyzed protein. Analyzing lhe perfusion of digested rr'lilk whey proteins lhrough 

the stomach, the results suggest that a peptide, ar pept:ides, it is apparent that a 

high amount of lhe branched-chain amino acid valine, tr<i\verses lhe stomach wall, 

while consumptlon of lhe hydrolyzate results in higher amounts of peptides ar 

fragments in lhe interior of the stomach, in comparison to lhe isolate. In as much 

as any mechanism of transport or use of these amino aaids and peptides, as well 

as their influence on physical performance, lhe issue neeq:is to be elucidated. 

Keywords: whey protein, hydrolysis, peptide absorption, pepsin, exhaustion. 
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3.1 Introdução 

As proteínas do soro do leite são altamente digeríveis e rapidamente 

absorvidas pelo organismo, estimulando a síntese protéica nos tecidos ao ponto 

de serem consideradas como proteínas de metabolização rápida, adequadas para 

situações de estresse metabólico em que a reposição de proteínas no organismo 

se torna crítica 1 . 

A digestão de proteínas inicia-se no estômago dos mamíferos, sob a 

influência do ácido clorídrico estomacal e a endopeptidase pepsina, que é uma 

protease de atividade bastante inespecífica. Após deixar o estômago, as peptonas 

produzidas são hidrolisadas pelas enzimas pancreáticas e peptidases intestinais, 

resultando na produção de pequenos peptfdeos e aminoácidos livres. Os di e 

tripeptídeos, assim como e os aminoácidos livres podem entrar no enterócito e 

semm degradados até aminoácidos, os que por sua v-ez, seguem para a 

circulação sanguínea. Alternativamente, os peptídeos podem ser translocados 

para o sangue, via transportadores intestinais2
. No trato digestório dos mamíferos, 

porém, pequenos peptídeos são ainda absorvidos pelo sistema de transporte de 

peptídeos, acoplado ao transporte de íons W. Segundo Ogihara (1996) 3
, um meio 

de transporte, o PepTt, cotransportador de peptídeo/W, foi detectado no intestino 

delgado (duodeno, jejuno e íleo), mas não no esôfago, estômago, cólon ou reto. 

A atividade física provoca uma elevação da demanda por energia no 

organismo, podendo levar a um aumento na geração de energia, da ordem de 120 

vezes na atividade intensa. Para alcançar tal objetivo, o organismo se vale de 
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diversas estratégias e da utilização de diferentes substrtatos energéticos, como o 

sistema creatina-fosfato, glicogênio e ácidos graxos 4
' 
5

. 

O uso de hidrolisados protéicos tem se incremEj'ntado recentemente, não 

somente pelas propriedades funcionais tecnológicas qu1 as proteínas modificadas 

conferem aos produtos industrializados, mas tambét:n pelos novos atributos 

relacionados à fisiologia animal. 

O presente trabalho teve como objetivo verifiCar a resposta do tecido 

estomacal do rato jovem ao consumo de dieta contend~ proteína isolada do soro 

de leite e seu proteolísado enzimático parcial, em com~inação com um protocolo 

de exercício físico em esteira. Utilizando-se para tant~ da análise da atividade 

enzimática pepsina e pela determinação do perfil eletr?lorético e cromatogréfico 

dos peptldeos e aminoácidos livres injetados no estômqgo do animal e coletados 

do lado externo da parede estomacal. 
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3.2 Metodologia 

3.2.1 Ensaio biológico 

Teve a duração total de 42 dias e foram utilizados 80 ratos machos da 

linhagem Wistar SPF (specífíc-pathogen free), recém-desmamados, com 21 dias e 

pesando= 45g, procedentes do Centro Multidisciplinar de Investigações Biológicas 

(CEM!B), da Universidade Estadual de Campinas. O experimento foi aprovado 

pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal (CEEA)-18, Unicamp, sob 

protocolo nº 841-1/2005. 

Na primeira fase do ensaio (7 dias) foram mantidos em gaiolas individuais 

em laboratório de crescimento, com ciclo claro-escuro e temperatura ambiente de 

20 ± 2°C. Neste período de adaptação, os animais foram alimentados com dieta 

comercial não purificada, da marca Labina (Purina do Brasil), e água ad libitum. 

Utilizaram-se grupos de 1 O animais divididos em 8 diferentes tratamentos 

de treinamento e dieta (Figura 1 ). As dietas experimentais oferecidas foram 

elaboradas conforme AIN 93-G6
, exceto a proteína, que foi no teor de 12%7

, com 

substituição da caseína pelas fontes protéicas experimentais: isolado (ALACEM· 

895) e hidrolisado (ALATAL-817) do soro do leite, ambos da NZMP™ (Wellington, 

New Zealand). Todos os grupos foram submetidos a 35 dias de ensaio, no qual a 

1 ºsemana foi de adaptação às dietas experimentais (hidrolisado [H] e isolado [I]). 

Nos três últimos dias dessa adaptação, foi realizada a coleta das fezes e urina, em 

gaiolas metabólicas, para verificar o consumo e a excreção da dieta oferecida, 

através da determinação do nitrogênio pelo método de Kjedahl8
. 
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Figura 3.1. Esquema da divisão dos animais por dieta e tipo de atividade física 

O grau de hidrólise do hidrolisado do soro do leite utilizado na preparação 

da dieta foi de ~1 1%, segundo determinação pelo J)nétodo do TNBS (ácido 

trinitrobenzenosulfônico), o qual quantifica o aumento de grupos amina primários 

por ensaio espectrofotométrico, segundo Adler-Nissen (1979)9
. 

O perfil aminoacídico das fontes protéicas utilizadas nas dietas 

experimentais foi determinado por cromatografia lfquida 10
•
11

• 
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3.2.2 Treinamento e Teste de Exaustão 

Tendo em vista que o metabolismo pode ser alterado pela dieta e pelo nível 

de atividade física, e o objetivo era avaliar o efeito da dieta no desempenho físico, 

foi necessário então introduzir o fator treinamento. A atividade física iniciou-se, 

após o período de adaptação à dieta, onde os três grupos de 40 ratos, separados 

em função da dieta e do tipo de treinamento, foram transferidos para laboratório 

de bioquímica do exercício, onde foram mantidos em gaiolas coletivas (5 animais). 

Os grupos de animais treinados eram levados diariamente para a sala de exercício 

físico em esteira, durante as quatro semanas. O treinamento consistiu inicialmente 

em um teste de aptidão física mínima, antes de serem definidos em grupos de 

treinados e sedentários. Esse teste teve duração de 5 minutos a uma velocidade 

de 1 Om/min, terminando com a exclusão daqueles animais que tiveram dificuldade 

em aceitar o exercício. 

A esteira rolante que é composta de uma plataforma inclinável, dotada de 

um choque elétrico na extremidade da partida para evitar a interrupção da 

atividade física. O treinamento foi realizado sempre no período da manhã, de 

segunda a sábado, seguindo a mesma seqüência de animais. A duração do 

treinamento foi de 28 dias, sendo que os 7 primeiros serviram como adaptação ao 

exercício físico. 

O grupo de animais treinados seguiu um protocolo de treinamento, 

adaptado de Smolka et ai (2000) 12
, onde a adaptação ao exercício foi feita de 

forma que nos dois primeiros dias, a rotina consistiu em corrida a 1 Om/min, 
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durante 20 minutos e, nos cinco dias restantes, mantevei-se a mesma velocidade, 

com aumento do tempo para 40 minutos. 

O treinamento propriamente dito teve duração de 1mais 2t dias, durante os 

quais, na primeira semana, os animais alcançaram a ve~ocidade de 15m/min, por 

40 minutos. Na segunda semana, 25m/min, correndo I por 50 min e na última 

semana por 60 min, na velocidade de 25m/min. 

No final do treinamento, os grupos escolhidoS (quatro grupos de 1 O 

animais) para exaustão foram submetidos à prova, correndo na velocidade de 

25m/min, até atingirem 32,5m/min. O tempo de exaulstão foi determinado no 

momento em que o animal não conseguia mais se afastar do choque elétrico. 

3.2.3 Sacrifício dos Animais 

Ao término da exaustão, amostras de sangue calildal foram extraídas para 
' 

determinação do lactato sérico e os animais deixados em repouso de 24 horas. No 
I 

dia seguinte, todos os animais foram sacrificados por decapitação, sendo os 

estômagos coletados e armazenados em nitrogênio l~quido, até realização da 

análise, exceto para as determinações de perfusão de lpeptídeos e aminoácidos 

livres, que foram realizadas imediatamente após o sacrifípio dos animais. 
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3.2.4 Determinações 

a) Atividade da Pepsina (Hemoglobina como Substrato) 

Segundo o método de Anson {1938) 13
, que utiliza a hemoglobina como 

substrato, as amostras de estômago {25 mg) são homogeneizadas com tampão 

fosfato {pH 6,9). A partir desse ponto, foi seguida a metodologia descrita e as 

absorbâncias foram lidas contra água desionizada em espectrofotômetro 

Beckman·Coulter DU-640, a 280nm. Sendo a concentração de produtos 

hidrolisados pela pepsina proporcional à absorbância do sobrenadante, foram 

utilizadas soluções-padrão de pepsina, com concentrações conhecidas, para a 

construção de uma curva de calibração e a atividade enzimática da pepsina, 

calculada em equivalentes de 1 x1 a·3 moi de tirosina. 

b) Aminoácidos e Peptídeos no Estômago 

Conforme método adaptado por Brennan et ai {1975) 14
, o estômago, após 

ser retirado do animal, foi mantido em solução tampão à temperatura de 37°C. 

Este órgão teve suas aberturas vedadas com barbante, após o qual foi injetado 

um ml da solução de proteína em teste (isolado ou hídrolisado do soro de leite) 

em água desionizada, na concentração 37,5 mg/ml. O órgão foi mantido em 

solução tampão (20 ml), em banho, por 2 horas para simular condições 

fisiológicas. Em seguida, os líquidos, interno e externo foram coletados e 

armazenados em freezer (-18QC) para análise posterior em eletroforese capilar e 

cromatografia líquida. 
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• Eletroforese Capilar 

Os perfis eletroforéticos foram determinados po~ eletroforese capilar, em 

sistema eletrolítico apropriado 15
'
16

. As amostras foram di~uídas em água ultra-pura 

e homogeneizadas, filtradas em membrana de acetato c~lulose 22 J.lm e injetadas 
i 

durante 7s, com pressão de 40 mBar, usando capilar de1sílica fundida (51 ,5 em x 
I 

75 J.lm, d.i.). A solução de eletrólitos de corrida usada foiifosfato de sódio 900 mM, 

pH 1,95 e fluxo de corrente do cátodo para o ânodo. Entr~ as análises, o capilar foi 

pós-condicionado com 1,5 min de água e 1 min de solu~ão de hidróxido de sódio 

1 N e mais 2 min de água. Em seguida, foi passado tamp~o de corrida por 2,5 min. 

As corridas foram realizadas em eletroforetógrafo Hewlett Packard-3DCE (Agilent, 

Waldbronn, Alemanha), na temperatura de 30°C, com tersão mantida em 25,5 kV 

e a absorbância monitorada em 191 nm. 

• Aminoácidos Livres por Cromatografi~ Líquida 
' 

Para a análise aminoacídica do conteúdo ~os líquidos internos e 

externos 10
·
17

, o input e output foram primeiramente : hidrolisados com ácido 

clorídrico 6M, a i 1 OºC, com proteção de fenol, durante ~4 horas. Os aminoácidos 

produzidos foram reagidos com fenilisotiocianato (PITC),i separados por HPLC em 

fase reversa, detectados e quantificados pela sua absor~ância UV, a 254nm, em 

cromatógrafo Thermo Separation Products-PickerinQ (EUA), adaptado. A 

quantificação foi feita por calibração interna multi-nível,, com auxílio do ácido a-

aminobutfrico (AAAB) como padrão interno. 
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Em seguida, as amostras foram desproteinizadas com metanol 99% (grau 

HPLC), na proporção de uma parte de metanol para uma parte de amostra e 

depois centrifugada. Os aminoácidos dissolvidos no sobrenadante foram reagidos 

com fenilisotiocianato (PITC), e separados por HPLC em fase reversa, sendo a 

detecção efetuada em 254 nm e a quantificação realizada por calibração interna 

multi-nível, com auxílio do ácido a-aminobutírico (AAAB), como padrão interno. 

• Peptídeos por Cromatografia Líquida 

O procedimento cromatográfico para mensuração dos peptídeos foi 

realizado de forma análoga à descrita no item anterior, usando coluna Lu na 5u C18 

(1 0011m), 250 x 4,6mm 1.0. A separação foi obtida mediante o uso de gradiente 

linear entre uma fase A móvel (ácido-água trifluoracético, 0,11%), e fase B (0,1% 

ácido trifluoracético, em acetronitrila e água - 60:40). O fluxo foi de 1 mL/min, o 

gradiente de acetronitrila de 1 ,2%, com a temperatura na coluna em 3D "C, e a 

detecção em UV, a 254nm 18
• 

3.2.5 Análise estatística 

Os resultados obtidos foram apresentados como média ±erro padrão e 

submetidos à análise estatística usando o programa SPSS (Statistical Package for 

Social Science) para ambiente Windows, versão 15.0, onde as diferenças entre 

médias foram avaliadas, usando o teste de Tukey, com nível de significância P< 

0,05. 
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3.3 Resultados e Discuss~o 

• Peso dos animais e exaustão 

O peso dos animais foi acompanhado durante todo o experimento. Os ratos 

eram pesados a cada dois dias em balança eletrônicp., antes de receberem o 

treinamento e a dieta do dia. O ganho de peso total mé~io em 42 dias nos grupos 

que consumiram dieta com isolado foi 184,47 ± 3,27 g e 199,77 ± 3,28 g, para os 

grupos que consumiram o hidrolisado do soro de leile. Esses valores médios 

foram estatisticamente diferentes (P= 0,002). 

i 
Findo o protocolo de treinamento, os animais dQs grupos TX e SX, foram 

' submetidos à exaustão e, 24 horas mais tarde, sacrific~dos, rendendo os tempos 

de exaustão registrados na Figura 3.2. Pode ser ob$ervado que o grupo TX 

rendeu tempos significativamente superiores aos encontrados para os grupos SX, 

independente do tipo de dieta, obviamente mostrando: o efeito do treinamento. 

Houve superioridade numérica do tempo médio de e:kaustão dos animais que 

consumiram o hidrolisado, com relação aos que receberam o isolado. 

Entretanto, como aparece na Figura 3.2, os arlimais que consumiram o 

hidrolisado mostraram média numericamente maior de !resistência à exaustão do 

que os que consumiram o isolado, embora a diferença não tenha sido considerada 
' 

como significativa (p=0,13). Ou seja, o consumo d~ hidrolisado resultou em 

aumento da resistência à exaustão dentro do mesmo hível de atividade apenas 
I 

em termos absolutos. Trabalho anterior realizado por Pi/nenta et ai (2006) 19 havia 

verificado que o consumo da proteína hidrolisada Conferia um desempenho 
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superior em termos dos tempos de exaustão, em comparação à proteína intacta 

do soro de leite (156±18 e 60±13 min, respectivamente); resultados esses 

próximos do encontrado nesse trabalho para o grupo HTX (121 ±14 min) (Figura 

3.2). Já Bejma (2000)20 analisou o tempo de exaustão e outros parâmetros em 

ratos adultos jovens (8 meses) e adultos idosos (24 meses) da linhagem Fischer 

que praticaram atividade física em esteira rolante e verificou que os ratos adultos 

jovens, correndo a 25m/min, atingiram a exaustão em 55,4±2,7 min, enquanto os 

ratos idosos, a 15m/min, conseguiram alcançar 58,0±2,7 min. Pode-se notar que a 

prática de atividade ffsica regular leva ao retardo da fadiga, quando analisado em 

ratos jovens. 

- -
lado • Hidrolisado 
-·- ··-··-~·~----··· ·---·· 
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Figura 3.2. Médias de tempo de exaustão (minutos) nos grupos experimentais submetidos 

à prova. Letras minúsculas diferentes representam diferença significativa entre as dietas e dentro 

de cada grupo de atividade. As maiúsculas se referem às diferenças entre os níveis de atividade 

física (p =O, i 3). Médias (±erro padrão) de i O animais. 
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• Atividade enzimática da pepsina 

Os resultados encontrados neste trabalho (Figura 3.3) são superiores aos 

relatados por Coppi, Bonardi e Gaetani (197i)21
, que mostraram atividade de 

pepsina de 27,5 ± i ,7 mg tirosina/g N em ratos Sprague-Dawley, com peso de 

i 60-I?Og. Já os valores relatados por Di Palma et ai (1991 )22 para atividade de 

pepsina na mucosa gástrica de humanos (crianças e adultos), mostrou valores 

superiores no corpo do estômago em relação ao antro, sendo o valor mais alto 

encontrado de aproximadamente 450 IU/mg proteína. 

A atividade enzimática da pepsina apresentou diferença significativa 

somente entre os grupos sedentário e sedentário-exausto (HS e HSX), que 

consumiram dieta com hidrolisado do soro de leite como fonte protéica. Os outros 

grupos apresentaram resultados semelhantes entre si, considerando o critério 

padrão de significância. Entretanto, seria meritório e cientificamente estimulador 

definir um critério arbitrário de significãncia mais amplo, neste caso, tendo em 

vista o valor da probabilidade encontrada (P=0,06), assim como a variabilidade e a 

heterogeneidade de resposta dos animais. 

Não há dúvida de que o consumo crônico da proteína pré-hidrolisada 

promove uma tendência a incrementar a atividade da pepsina nos animais 

sedentários e de que este aumento é perdido rapidamente após a exaustão física. 

De forma semelhante, a exaustão também parece ter sido responsável ~~ela 

redução da atividade nos animais treinados. 
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I D Isolado • Hidrolisado I 

oA 

T sx TX 
Figura 3.3. Média da atividade enzimática da pepsina em mg tirosinalg nitrogênio nos 

grupos experimentais. Letras minúsculas diferentes representam diferença significativa entre as 

dietas e dentro de cada grupo de atividade. As maiúsculas se referem às diferenças entre os níveis 

de atividade física (p = 0,06). Médias (±erro padrão) de 3 animais_ 

• Composição de aminoácidos 

A composição aminoacídica das fontes protéicas utilizadas nas dietas 

experimentais administradas aos animais durante o ensaio biológico está na 

Tabela 3.3, onde se pode notar que, em relação à recomendação do FNB/IOM 

(Food Nutrition Board/lnstitute of Medicine)23
, as quantidades de aminoácidos 

presentes nas duas fontes protéicas são inferiores, exceto em isoleucina, leucina, 

lisina, treonina e vatina. A combinação dos aminoácidos fenilalanina+tirosina 

mostrou-se limitante nas fontes protéicas. 
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Tabela 3.1. Comparação dos Aminoácidos Indispensáveis e 

Condicionalmente Indispensáveis das Fontes Protéicas Utilizadas nas Dietas 

Experimentais com FNB/lOM 23 (mg/g proteína) 

Aminoácidos/ 

Fontes Protéícas Isolado Hidrollsado FNB!IOM 

His 1 0,3±0, 15 11 ,2±0,46 18,0 

"' 57,1±0,60 47,7±2,19 25,0 

L .c 122,5±0,61 104,0±4,20 55,0 

Lis 103,5±0,84 89,6±4,06 51,0 

Met + Cys 27,4±11 ,12 16,7±4,35 25,0 

Phe + Tyr 37,8±0,86 37,8±4,61 47,0 

Th< 45,7±0,42 41 ,0±0,26 25,0 

T<p 3,0±0,03 2,7±0,03 7,0 

v,, 50,8±0, i 7 47,7±1 ,82 32,0 

Onde: His: histidina; lle: isoleucina: Leu: leucina: Lis: lisina; Mel+ Cys: metionina + cisteína; Pl1e 

+ Tyr= fenilalanina + ti resina; Thr: lreonina; Trp: triptofano; Vai: valina. 

Valores: média (n=3) ±erro padrão. 

Tendo em vista a superioridade das proteínas experimentais no conteúdo 

de muitos dos aminoácidos indispensáveis, foram feitas análises para verificar se 

essa seria mantida após o treinamento dos animais. Alér!n dos aminoácidos, tanto 

totais quanto livres, foram feitas também análises de peptídeos, a fim de verificar a 

presença desses no conteúdo estomacal. 
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• Resultados eletroforéticos 

Para avaliar a presença de peptídeos nos conteúdos interno e externo dos 

estômagos que foram infundidos com o isolado e o hidrolisado neste experimento, 

foi utilizada a técnica de eletroforese capilar, a qual apresenta como uma das suas 

vantagens analíticas sobre a cromatografia a sua maior eficiência24
. Comparando 

os eletroferogramas obtidos para os animais do grupo sedentário-exausto, cujos 

estômagos foram infundidos com cada uma das fontes protéicas, nota-se uma 

diferença entre perfil obtido para o isolado (ISX - Figura 3.4) e o do hidrolisado 

(HSX - Figura 3.5). O primeiro demonstra uma quantidade menor de picos 

(peptídeos) no conteúdo interno (a) do que quando o ma1erial infundido foi o 

hidrolisado. O conteúdo externo, em ambos os casos, não apresentou quantidade 

perceptíveis na diluição de trabalho (b). 

Figura 3.4 Perfil eletroforético do grupo ISX (estômagos de animais sedentários-exaustos que 

tinham consumido dieta com isolado e receberam infusão do isolado). Eixo x é o tempo em minutos 

e y, mili-unidades de absorbância, sendo (a) conteúdo interno; {b) perfusado externo. 
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Figura 3.5 Perfil eletroforético do grupo HSX (estômagos de animais sedentários-exaustas que 

tinham consumido dieta com hidrolisado e receberam infusão do hidf-olisado). Eixo x é o tempo em 

minutos e y, mili-unidades de absorbância, sendo (a) conteúdo interno; (b) perfusado externo. 

É pertinente lembrar que os resultados apresentados nesta e nos 

eletroferogramas seguintes referem-se aos resíduos de uma proteína inteira ou 

pré-hidrolisada que tinha permanecido no interior do estômago durante duas 

horas; isto é, os picos corresponderiam a produtos da: hidrólise estomacal que 

permaneceram no interior do órgão. Considerando que cada estômago foi 

infundido com o mesmo tipo de proteína que foi C'onsumida durante cinco 

semanas, e que os estômagos do grupo ISX continham menor concentração de 

peplídeos, após duas horas de incubação, os resultados· sugerem que o consumo 

da proteína inteira induziu maior atividade péptica latente, no estômago. 

Já no grupo treinado e submetido à exaustão (!fX), pode-se observar a 

incidência de uma dupla de picos, em torno dos i O minu~os, para as duas dietas, I 

e H (Figura 3.6 (a) e Figura 3.7 {a)). Estes picos, jDOrém, estava em maior 

concentração quando os animais consumiram dieta com :hidrolisado. No perfusado 
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externo ao estômago, novamente, não houve quantidade suficiente para detecção 

de peptídeos em ambos os grupos. 

(a) 

~~li;:~ ::;::;:=:::'Lc;_~L':;''::;:--::;:~~··::;:~·:::-·::::··' :::~::,:-::;:--::;:--·::'~-:_'A:;:~:::·'::::~::::·":_:Í_;\,;_:.1;~::;:· =~:..=~~ 
.~ " 

Figura 3.6 Perfil eletroforético do grupo ITX (estômagos de animais treinados-exaustos que tinham 

consumido dieta com isolado e receberam infusão do isolado) Eixo x é o tempo em minulos e y, 

mili-unidades de absorbãncia, sendo (a) conteúdo interno; (b) parfusado externo. 

Considerando que a quantidade de fragmentos ou peptídeos encontrados 

no interior destes estômagos foi menor do que no caso dos animais sedentários, 

os resultados são consistentes com a observação feita acima, de que o 

treinamento promove maior atividade enzimática digestiva do que o sedentarismo. 

Ainda, como conseqüência lógica, as alturas dos picos sugerem novamente que o 

consumo crônico do hidrolisado resulta em menor atividade enzimática. 
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(b) 

Figura 3.7 Perfil elatroforético do grupo HTX (estômagos de animais treinados-exaustos qUEl 

tinham consumido dieta com hidrolisado e receberam infusão do hidrolisado). Eixo x é o tempo em 

minutos e y, mili-unidades de absorbãncia, sendo (a) conteúdo interno; (b) perfusado externo 

Comparando o perfil eletroforético do conteúdo interno do estômago de 

cada um dos grupos (Figuras 3.4-a, 3.5-a, 3.6-a e 3.7-a) com o branco, que foi 

obtido utili2ando apenas água destilada em lugar da suspensão protéica, 

observam-se alguns picos que podem corresponder a peptídeos oriundos do 

próprio estômago. Com relação ao fluído externo (Figura 3.8-b), no branco houve 

a incidência, próxima dos 9 minutos, de uma dupla de picos que não foi possível 

visuali2ar nas outras amostras. 
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(b) 

Figura 3.8 Perfil eletrotorético dos fluídos obtidos, após água destilada ter sido infundida no 

estômago {branco), sendo (a) conteüdo interno; {b) fluído externo. (O eixo do tempo x é em 

minutos e a altura dos picos y, em mili-unidades de absorbância). 

Foram apresentados somente os resultados dos eletroferogramas dos 

grupos TX e SX, pois os outros grupos não apresentaram picos passíveis de 

serem comparados. 

• Resultados cromatográficos 

Na determinação de aminoácidos por cromatografia líquida obtiveram-se os 

perfis de aminoácidos totais e livres do material infundido; isto é, perfis das 

proteínas incompletamente digeridas e perfis das mesmas, porém, totalmente 

hidrolisadas. Com esses dados foi possível distinguir entre o que era peptídeo e o 

que era aminoácido livre no material infundido e perfusado. O valor de 

aminoácidos livres foi subtraído do aminoácido total e feita a correção dos valores 

pela diluição das amostras (4x) e, em seguida, descontado o valor do branco de 

cada um, já que esse representa um aminoácido proveniente do animal. 
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O conteúdo de aminoácidos livres dos quatro grupos experimentais que 

foram alimentados com e cujos estômagos receberam infusão do hidrolisado, 

estão na Figura 3.9, onde se pode notar que o grupo sedentário apresentou 

valores mais elevados em todos os aminoácidos livres, seguidos daqueles 

treinados e submetidos à exaustão, mostrando ainda que o nível de atividade 

física em pouco interfere nesse aspecto fisiológico do estômago. 
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Figura 3.9- Perfil de aminoácidos livres do conteúdo interno do estômago de ratos que recebe1·am 

a dieta com e a injeção do hidrolisado do soro de leite, segundo a sua distribuição por grupos ele 

atividade ffsica. 

Os valores de aminoácidos totais e livres do conteúdo interno do estômago 

dos animais que receberam a infusão de hidrolisado do soro de leite, estão na 

Figura 3.10. É possível notar que todos os valores dos aminoácidos totais estão 
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mais elevados por causa da liberação de aminoácidos, ocorrida durante a hidrólise 

ácida de proteínas e peptídeos que estavam presentes, junto com alguns 

aminoácidos livres. 
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Figura 3.10- Perfil de aminoácidos totais e livres do conteúdo interno do 

estômago de ratos que receberam dieta com e injeção do hidrolisado do soro de leite, 

pertencentes ao grupo TX. 

Na Figura 3.11, o perfil aminoacídico encontrado no conteúdo externo do 

estômago, mostrou que, após duas horas de incubação, havia uma baixa 

quantidade de aminoácidos fora do órgão, sugerindo que não ocorreu passagem 

significativa de aminoácidos através da parede estomacal, o qual é consistente 

com a não-existência de um cotranportador neste órgão, conforme exposto 

anteriormente3
. Porém, exceção deve ser feita para o aminoácido valina, que se 

apresentou em quantidade notavelmente elevada por ocasião da determinação de 

aminoácidos totais. Os aminoácidos livres são imperceptíveis na figura. 
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Figura 3.11- Perfil de aminoácidos totais e livres do perfusado externo do estômago de ratos que 

receberam infusão de suspensão com hidrolisado do soro :de leite do grupo TX_ 

Um aminograma semelhante à Figura 3.1 O foi obtido com a infusão de 

isolado do soro de leite, Figura 3.12, onde observa-se que após hidrólise total 

todos os valores dos aminoácidos aumentaram. 
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Figura 3.12- Perfil de aminoácidos totais e livres do conteúdo interno do estômago de ratos que 

receberam infusão de suspensão com isolado do soro de leite do grupo TX. 
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Na Figura 3.13 obtida com a infusão do isolado, também se registra a 

presença de quantidade elevada de valina, agora, com relação à proteína intacta. 

Este fato, não encontrado na literatura, pode ser um achado importante, pois 

mostra ser uma característica das proteínas dos soro e revela a passagem de 

peptídeos contendo elevados teores do aminoácido de cadeia ramificada, valina. A 

presença de peptídeos ricos em valina, e não valina na forma livre, no 

líquido externo (perfusado) ao estômago, tanto no caso do isolado, 

quanto do hidrolisado, causou intriga e é assunto que deverá ser objeto 

de pesquisa futura. 
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Figura 3.13- Pertil de aminoácidos totais e livres do perfusado externo do estômago de ratos que 

receberam infusão com suspensão do isolado do soro de leite do grupo TX_ 

Em caráter exploratório, o resíduo do material infundido nos estômagos 

foi analisado com relação a seus aminoácidos. No caso do resíduo do 

isolado, não houve aminoácidos livres detectados. Já no caso do 
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hidrolisado enzimático, houve uma quantidade de aminoácidos livres e 

ainda muitos peptídeos. Após hidrólise ácida desse material retirado dos 

estômagos registraram-se um aumento no perfil de aminoácidos e, a 

diferença para mais, foi calculada e se encontra no gráfico da Figura 

3.14. É pertinente mencionar aqui que o hidrolisado enzimático se 

apresenta como um material insolúvel em meio aquoso e a sua extração para 

análise é limitada. 

]• Hidrolisado o Isolado] 

Figura 3.14- Valores de aminoácidos do conteúdo interno do estômago de ratos que recebemm 

injeção de solução com hidrolisado ou isolado do soro de leite do grupo TX. 

Pela comparação visual da absorvabilidade do isolado, em relação ao 

hidrolisado, pode se afirmar que este último pode contribuir mais 

profusamente à translocação de peptídeos para o meio seroso que o 

isolado. A avaliação do efeito ou vantagem fisiológica de se ingerir a 

proteína previamente hidrolisada, porém, não foi completa devido à 
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impossibilidade de comparar o efeito do treinamento, separadamente do 

efeito da dieta neste processo da absorção estomacal de peptídeos. 
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3.4 Conclusão 

Diante dos resultados apresentados é possível concluir que o consumo de 

hidrolisado do soro de leite apresenta uma resposta numericamente vantajosa 

para o animal treinado, no que diz respeito à chegada da exaustão, embora as 

médias estatísticas não tenham sido significativamente diferentes (P=0,13) entre a 

dieta preparada com o isolado (proteína intacta) e aquela com o hidrolisado. O 

grau de variação {CV = 11,5% para os treinados e 21,6% para os sedentários) 

entre as respostas, porém, continua sendo um fator que talvez pudesse ser 

minimizado trabalhando com animais selecionados especificamente para o 

exercício físico. Devido às adaptações fisiológicas próprias do exercício, os 

animais que foram submetidos a treinamento prévio, obtiveram desempenho 

expressivamente superior àqueles que permaneceram sedentários até o momento 

de serem submetidos à exaustão. A atividade enzimática da pepsina parece ter 

sido estimulada mediante uma combinação do consumo crônico do hidrolisado, 

mas desestimulada pela exaustão. 

Após duas horas de perfusão ex-vivo dos estômagos para estudar o 

impacto do consumo da proteína pré-hidrolisada na capacidade digestiva, a 

análise de peptídeos por eletroforese capilar deixou clara a presença maior de 

fragmentos ou peptídeos no interior do estômago dos animais que tinham 

consumido o hidrolisado durante cinco semanas, em relação aos que consumiram 

a proteína intacta, significando a instalação de uma atividade digestiva atenuada 

no animal que se alimentou com proteolisado. As implicações, tanto negativas 

como positivas, dessa adaptação fisiológica não podem ser avaliadas neste 
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momento, mas elas não mostraram diferença no crescimento do animal e, ainda, 

poderiam ter aplicação no tratamento de anormalidades de hipersecreção de 

sucos gástricos. 

Evidências foram apresentadas de que existe, ao menos, um peptídeo que 

se transfunde através da parece estomacal, com características de alto conteúdo 

do aminoácido de cadeia lateral ramificada, valina. O fato de não terem sido vistas 

grandes quantidades de picos nos perfusados externos, independente da dieta 

consumida ou da proteína infundida, poderia ser interpretado como indicação de 

uma baixa translocação de peptídeos. 

Conclui-se que, apesar da presença de aminoácidos e peptídeos no 

conteúdo estomacal dos animais, não é possível afirmar se estes seriam 

adequadamente transportados e se haveria um bom aproveitamento pelo 

organismo. A influência da atividade física nesses parâmetros também não pode 

ser afirmada, necessitando assim de estudos futuros. 
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Conclusão Geral 

Contudo, diante dos resultados encontrados no presente trabalho, pode-se 

concluir que, as diferenças observadas no metabolismo do glicogênio do 

miocárdio, na interação fonte protéica da dieta e exercício físico, não revelaram 

que o hidrolisado seja responsável por incrementar os estoques de glicogênio nem 

na atividade enzimática das duas principais enzimas que regulam os estoques 

desta reserva energética no miocárdio (glicogênio sintase e tosforilase), e nem na 

atividade da enzima creatina quinase no miocárdio. 

Também se conclui que, no parâmetro exaustão, ocorre uma maior 

resistência à fadiga e desempenho superior no exercício, quando há treinamento 

prévio, e que a atividade enzimática da pepsina parece ter sido estimulada pela 

combinação do consumo crônico do hidrolisado, mas sem interferência da 

exaustão. Com re"lação aos peptídeos e aminoácidos livres, foi notada a influência 

da dieta, no qual é possível afirmar que eles estão presentes em maior quantidade 

no estômago quando ocorre o consumo de hidrolisado do soro de leite e também, 

evidências indicam que ocorre transfusão do aminoácido de cadeia ramificada 

valina através da parede estomacal. Porém, não se pode afirmar que esses 

peptídeos e aminoácidos encontrados no estômago seriam adequadamente 

transportados e se ocorreria um bom aproveitamento pelo organismo, 

necessitando assim de estudos futuros. 
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