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RESUMO

Estudos recentes sugerem que o consumo das proteinas do soro de leite, quando
parcialmente hidrolisadas, resulta em efeitos fisioldgicos diferentes daqueles
produzidos pelas proteinas intactas. Desse modo, o objetivo do presente trabalho
foi verificar as alteragbes metabdlicas causadas nos tecidos do estémage e
coracd0, e na resisténcia & exaustdo, utilizande ratos Wistar alimentados com
isolado do soro de ieite, ou seu proteolisado enzimatico, e submetidos a exercicio
fisico. Foram investigadas possiveis alteragbes na atividade enzimatica da
pepsina, glicogénio sintase, glicogénio fosforilase, creatina quinase e glicogénio do
miocérdio e a perfusdo de peptidens através do estdmago. O ensaio bicldgico teve
duracdo de 42 dias, com 120 ratos divididos em 12 grupas {n=10), sendo trés
fontes protéicas: casefna (C), proteina hidrolisada (H), proteina intacta do soro de
leite (1) e quatro tipos de atividade fisica: treinado (T), treinado-exausto (TX),
sedentdrio (8), sedentario-exausto (SX), em esteira rolante, por quatro semanas.
Foram chservados valores mais alios na atividade da enzima creatina guinase
(sem diferenga significativa) nos grupos T e TX, quando esses consumiram dieta
H. Em relagdo ao treinamento, foram enconiradas maiores quantidades de
glicogénio miocérdico nos animais submetidos a menor atividade fisica. Em
relacdo & dieta, as concentragdes de glicogénio variaram aleatoriamente.
Entretanto, os animais que consumiram a dieta H exibiram menor atividade da
glicogénio sintase do que aqueles que receberam dieta |, e esses tambem
menores que a dieta C. Na enzima glicogénio fosforilase, notou-se valores

maiores de atividade enzimatica nos grupos de animais do grupo T em relacdo




aos outros grupos, sendo que a dieta H mostrou resultados menores em
comparagdo com as outras dietas. Quanio a exaustdo, foram comparados os
grupos H e |, sendo que os grupos que foram submetidos a treinamente prévio
(TX) mostraram-se mais resistentes 4 exaustéo do que aqueles que foram
mantidos sedentdrios (SX). Na atividade enzimatica da pepsina, os resultados
entre grupos foram semelhantes, notando-se aumento no grupo sedentdrio gue
consumiu o hidrolisado, mas desaparecendo com a exausiio. Estudo da
possibilidade de perfusdo de peptideos através da parede estomacal encontrou
evidéncias de que, ao mencs, um peptideo rico em valina é detectado no
perfusado externo ao cabo de duas horas. Foi observada maior quantidade de
picos eletroforéticos no conteudo do estdmago dos animals dos grupos SX e TX
que receberam infusdo do hidrolisado e teores de amincacidos livres mais
elevados no grupo S do gue nos demais. Associando os valores encontrados para
aminoacidos livres com 0s valores de aminoacidos totais, no interior & exterior do
estdmago, pode se afirmar que o contelido de peptideos formados no estémago,
no grupo que recebeu a infusdo de hidrolisado, foi superior & que recebeu o
isolado. Conclui-se que ambos o tipo de atividade fisica e a fonte protéica da dieta
podem infiuenciar aspectos fisiologicos, tais como a atividade da pepsina, a
facilidade com que peptideos sdo gerados e acumulados no drgdo, sendo que
alguns peptideos podem atravessar a parede estomacal. As implicagdes

decorrentes desiss fenémenos ainda aguardam maior investigacdo.

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

protéico.
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ABSTRACT

Recent studies suggest that the consumption of milk whey proteins, if partially
hydrolyzed, result in different physiolagical effect from those produced by the
ingestion of the unbroken proteins. Therefore, the obiective of the present work
was o verily eventual metabolic alterations caused in the stomach and heart
tissues of exercising Wistar rats fed an enzymatic milk whey hydrolyzate, as
compared to cohoris receiving the unhydrolyzed proteins. The enzymatic activity of
pepsin and those of glycogen synihase, glycogen phosphorylase, creatine kinase,
as well as glycogen stores of the myocardium were thus investigated. Additionally,
the perfusion of peptides through the stomach wall using capiliary electrophoresis
and liquid chromatography was also verified. The binlogical agsay was conducted
with 120 rats, during 42 days. The animals were divided into 12 groups {(n=10), as
follows: three protein sources: casein (C), protein hydrolyzate (H) and the
unbroken whey protein (1), in addition to four types of physical activity: trained (T),
trained-exhausted {TX), sedentary (S), sedentary-exhausted (SX) for four weeks.
For creatine kinase, higher activities were observed (without significant difference)
in groups T and TX, when these consumed diet H. With regard 1o myocardial
glycogen, higher stores were found in the animals with lesser physical activity,
while glycogen concentrations varied randomly in response to the diet. However,
the animals that consumed diet H exhibited lower glycogen synthase aclivity in
comparison to those that received diet !, which in turn were lower than 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

xvi



animals on diet H also responded with lower activities. With regard to exhaustion
time, only those groups that underwent training (TX} appeared 1o be more resistant
o exhaustion than those that remained sedentary (SX). The enzymatic activity of
pepsin did not show significant differences among groups, except for the increase
of the sedentary that consumed diet H. The increase, however, disappeared when
the animals were brought to exhaustion. Study of the possibility of perfusion of
whey protein peptides through the stomach wall suggested that at least ane
peptide rich in valine pramptly perfused to the external fluid. A higher number of
capillary electrophoretic peaks were also observed in the stomach contents of the
animals of groups SX and TX that received the hydrolyzate infusion and, by liquid
chromatography, i was possible to notice that the group S stomachs had greater
levels of free amino acids than the other groups. Comparing the values found for
free amino acids with the total amino acids, in both the inside and ocutside of the
stomach, it could be stated that the content of peptides formed in the stomach was
considerably greater in the group infused with the hydrolyzate than with the isolate.
It is concluded that chronic consumption of the whey protein hydrolyzate as the
only source of protein results in enzymatic changes consistent with a more efficient
physiologic slate, favorable to higher physical performance, such as higher
myocardial creatine kinase and lower glycogen kinase and gphosphorylase
activities. No significant changes in pepsin activily in the rat stornach were
observed, but the readiness with which the hydrolyzate peptides accumuiate and
traverse the organ wall was evideni. Further data to provide a better understanding

of the implications 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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Introducéio Geral

O exercicio fisico produz alteragdes metabdlicas no organisma, incluinde o
sistema respiratério, cardiaco, muscular e gastrintestinal’®. Tais alteragées podem
influenciar as necessidades de aminoacidos e proteina e requerer a modificagéo
da dieta e do consumo total de energia, de acordo com a iMensidade da atividade,

temperatura do ambiente, género e idade do individuo®.

Dessa forma, a nutricdo adequada € um dos fatores fundamentais no
desempenho fisico, responsavel pela formagéo de novos tecidos, reposigio de
perdas de varios nuirientes que ocorrem duranie os exercicios, como também,
reparo das ceélulas ja existentes®. Denire esses nutrientes esta a proteina que é
requerida em 10 a 15% da energia total consumida diatiamente. O leite & uma das
principais fontes protéicas, sendo um dos mais importanies ¢ um dos mais antigos
produtos funcionais disponiveis para os humanos, por esse motivo, clentistas
estio desenvolvendo estudos dos componentes do leite, incluindo o soro, € ©

impacto que eles podem ter na salde e na doenca®.

O soro do leite & um produto de alto valor nutricional, pois contém aito teor
de amino4cidos essenciais, principalmente os de cadeia ramificada®. E extrafdo
durante o processo de fabricacdo do queijo ¢ é rico em vitaminas, sais minerais e

a-lactalbumina®’, atuaimente pesquisas tém mostrado aplicagdes tanto no esporte

como na area clinica.

Como ja comprovado em diversos estudos, as proteinas hidrolisadas do
soro de leite t&m um papel importante como ingrediente primario na formulacao de

dietas especializadas com indicagdo para diversas doengas e com aplica¢io



Introdugéo Geral

também na alimentacdo ou suplementacao de individuos submetidos ac exercicio

fisica®.

Estudo anterior em nossos laboratdrios® mostrou que o consumo de
proteclisado do soro de leite, como dnica fonte protéica para ratos jovens
submetidos ao exercicio fisico, mostrou-se superior 4 proleina intacta na
performance do animal, segundo os par&metros de lactato, albumina e proteinas
séricas totais. Anteriormente'®, agdo semelhante em ratos exercitados ja tinha sido

sugerida em outro estudo com o hidrelisado da a-lactalbumina bovina.

As proteinas hidrolisadas 1ém sido pouco estudadas, com relacdio a seus
beneficios para o organismo submetido ao exercicio fisico, desse modo, um dos
interesses desse projeto fol estudar esses efeitos em ratos exercitados em relagdo
aos sedentarios e suas possiveis vantagens para a saldde humana. Tendo em
vista o0s eleltos positivos observados no rato, foi considerado de interesse
pesquisar alguns fenémenos bioquimicos que poderiam comegar @ explicar os

achados anteriores.

O objetive do presente trabalho foi verificar as possiveis alteragtes
metabdlicas ocorridas nos tecidos do estdmago e coracfio de ratos Wistar
alimentados com dietas com isolado do soro de leite ¢ seu protealisado (grau de

hidrdlise ~ 11%) e submetidos ao exercicio fisico em esteira.
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Proteina do Soro de Leite

As proteinas do leite sdo, hd multo tempo, utllizadas na alimenta¢do
humana, pois seus efeitos 1ém grande interesse cientifico e comercial devido a
estas serem de facil digestdo e de alto valor biolégico. Essas protelnas contém os
aminoacidos essenciais em quantidade e proporgfies proximas do adequado para
o arganismo em crescimento, comparadas as vdrias fontes de proteina vegetal
como soja, milho e gliten de 1rigo’. Entre essas proteinas estdo: a caseina,
correspondendo a 80% das proteinas totais do leHle e, as proteinas do soro

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

o glicomacropeptideo®.

Dentre as principais proteinas do soro do leite, a p-lactoglobuling,
carresponde 4 metade do tofal de proteinas do soro {45-57%), representando no
leite bovino cerca de 3,2 g/L, sendo resistente a ag¢do de Acidos e enzimas
proteoliticas presentes no estbmago. J& & a-lactalbumina que corresponde a 15-
25%, € rica em triptofane sendo muito utilizada na produg¢do de férmulas infantis
devido a sua similaridade estrutural protéica com o leite materno humano. Essas
duas proteinas sdo consideradas fontes de aminoécidos essenciais e de cadela
ramificada®*.

Atualmente, estudos desenvolvidos focando alimentos com agdes na salde

humana envolvem as proteinas sollveis retiradas do soro do leite. Embora ricas

em aminoécidos essencials, como lisina, metionina e triptofano®, essas proteinas
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soliveis do soro foram por muito tempo consideradas por ambientalistas e

engenheiros de processas comao residuo de alto potencial poluider da indlstria de
o B . = » - .

leite”, jA que essas sdo extrafdas da porgdo aquosa do leite, gerada durante o

processo de fabricagéo do queijo®.

Diversas propriedades fisioldgico-funcionais desempenhadas pelas
proteinas do sore do leite sdo conhecidas e também, t&m sido apontadas como
nuirientes portadores de atividade funcional, como por exemplo, imunoglobulinas e
peptidenos imunomodulares, capazes de modular algumas respostas fisiolégicas

do arganismo animal, como a agdo sobre o sistema imunolégico?”.

Outra importante agdo exercida pelo soro do leite é um efeito citoprotetor a
partir da promogéo da sintese de glutationa, por meio da conversio do aminoacido
cisteina para glutationa, que é um potente antioxidante intracelular™'. Os
aminodcidos precursores da glutationa disponivels no soro podem aumentar a
cancentracdo desta em tecidos importantes, estimular a imunidade, e diminuir o
potencial carcinogénico de compostos xenoki6ticos'®. As enzimas do trato
digestorio 1ém importante papel na sintese de glutationa, pois é através dessas
qgue os peptideos s#o liberados e atuam como protetores contra lesdes das células

da mucosa géstrica pelo mecanismo de citraprotecéo '’

As protelnas do soro também it&m apresentado efeito protetor contra a
manifestacido de infecgbes e processas inflamatorios, ag8o anticancerigena e
estimulo da absorcdo e fungfo intestinal. Além disso, algumas dessas proteinas
possuem propriedades antioxidante, anti-hipertensiva, antitumor, hipclipidemiante,

antiviral, antibacterial, aumenta da siniese de hormbnios e da absorgdo de
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minerais®’ 2, Contudo, um estudo comparando a proteina do soro do leite com a
caseina em relagéo a capacidade de promover o esvaziamento gastrico, mostrou
que a proteina do sore do leite gerou uma porcentagem de radioatividade residual
gasirica que correspondeu & metade da observada para a casefna apds 60

minutos e menos da metade ap6s 120 minutos 2.

Hidrolisados Protéicos e Suas Propriedades Funcionais

A hidrélise de proteinas é realizada por muitas razdes, entre elas a
agregacio de caracteristicas nutricionais e retarde da deterioragdo. Com a
hidrélise de proteinas sdo formados agregados de peso molecular varidvel,
incluinde peptonas, misturas de peptideos e aminodcidos fivres. A hidrélise de
proteinas pode ser executada por enzimas, acido ou base, mas o uso de enzimas
¢ o método preferido para a obtencdo de hidrolisados para aplicagbes
nutricionais'®, pois o hidrolisado devido & clivagem especifica de ligagdes
peptidicas pelas enzimas tem em seu produto final mais pepiideos e aminodcidos

livres®.

O processo de hidrélise com Acido ou base pode destruir a forma L dos
aminodcidos e produzir a forma D, que é potencialmente téxica'®. Outra
desvantagem importante desse processo é que a hidrdlise com Acido oxida
cisteina e metionina, destrdi serina e treonina, e canverte glutamina e asparagina
em glutamato e aspartato, respectivamente, reduzindo a qualidade da proteinae o

valor biolagico®.
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O grau de hidrdlise da proteina pode ser um fator importante que exerga
influéncia em alguns pardmetros. Conforme verificado por Tassi, Amaya-Farfan e
Azevedo (1998)%' que investigaram o efeito da alimentagdo com a-lactalbumina
intacta e hidralisada {~15%), encontraram vantagem na glicose e albumina séricas
e no glicogénio muscular de ratos. Em contrapartida, Ramos (2001)* utilizou
proteina hidrolisada do soro do leite com grau de hidrélise ~31% e nfo encaontrou
vantagens na performance fisica ou nos par@metros bioquimicos de ratos em

relagio a proteina intacta.

As proteinas hidrolisadas possuem varias propriedades funcionais, o gue as
torna atrativa como fonte de proteinas para a nutrigdo humana, tanto no uso de
produtos médicos como em outros de uso geral®. Estudos recentes™?® sugerem
que o hidrolisado das proteinas do soro do leile possui alia digestibilidade como
suas precursoras intactas, mas sfo mais facilmente absorvidas devido a conter
peptideos de pequeno tamanho, di e tripeptideos, além de terem as mesmas
propriedades funcionais. Essa facilidade confere a essas proteinas uma grande
vantagem na escolha de sua utilizagdo na fabricagdo de produtos com
caracteristicas especiais em relagfo a caseina, visto que, essa precipita, formando
pequenos fragmentos sélidos no estdmago tendo assim uma menor cinética de
absorgdo iniestinal. Dessa forma, concentracfo plasmatica de amino&cidos
aumenta mais rapidamente com a ingestdo de peptideos hidroiisados do que apos
o consumo das proteinas completas correspondentes. Além disso, o esvaziamenio
gastrico e a absorgdo intestinal dos aminoécidos ocorrem mais rapidamente para

. . 2
os hidrolisados®.
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Devido ao mais rdpido esvaziamento gdsitico desses peptideos
hidrolisados no estdmago, as protelnas do soro do leite tém sido utilizadas como
uma boa allernativa para pacientes com intolerdncia de velume®. Enquanto a
caseina forma codgulos no estémago, passando vagarosamente para o intesting,
as proteinas do soro do leite ndo ceoagulam em condigées &acidas, sendo
consideradas "proteinas rdpidas”, pois alcancam o jejuno rapidamente apés
entrarem no sistema gastrintestinal® . Depois de alcangar o intestino, o hidrolisado

do soro é mals lento do que a caselna, tendo assim melhor absorgéos.

Qutras aplicagbes no sistema gastrintestinal incluem atividades positivas
para pacientes com doenca de Crohn e a sindrome do intestino curto®. Também
foi encontrado que o consumo de hidrolisades de proteinas do soro tem
significative efeito insulinotrépico™, acentuando a resposta do polipeptideo

insulinotrépico dependente de glicose (GIP)®.

Qutra caracteristica relevante do hidrolisado do soro de leite, retacionada a
saude do sistema cardiovascular, estda na agéo inibitéria da enzima ECA (enzima
conversara de anglotensina). Essa agédoe esta relacionada & inibig&o enzimética por
competicio, em virtude da estrutura e geometria molecular desses peptideos.
Assim, na presenca de certos peptideos derivados do soro do leite, a ECA néo
converte a angiotensina | em angiotensina I, uma molécula de alto potencial
vasoconstritor, e inibe a agio da bradicinina, um vasodilatador, sendo esse um

processo importante no controle da hipertensao®*%°.

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

de proteinas do soro e observaram que sua utilizagdo reduziu significativamente a
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pressdo sanguinea, tanto sistdlica como diastélica, via inibigdo da ECA e
aumentou a atividade da bradicinina em humanos. Outro estudo cobservou que os
voluntarios apresentavam significativa elevagdo da conceniragio de HDL
colesterol, redugdn da concentragdo de triacilglicerdis e diminuigdo do risco
cardiaco®’. O uso de hidrolisados protéicos do sorc de leite tem se incrementado
recentemente, ndo somenie pelas propriedades funcionais tecnoldgicas que
proteinas modificadas irazem para os produtos industrializados, mas, também

pelos novos atributos refacionados & fisiologia animal.

Metabolismo de Proteinas e Aminoacidos

As principais substéncias digestivas secretadas pelas gléndulas gastricas
sdo o acido cioridrico e 0 pepsinogénio. O 4cido cloridrico ativa o pepsinogénio

para formar pepsina, que é a enzima que inicia a digestdo de proteinas®.

O pancreas e o estdmago secretam enzimas (zimogéneos} na forma de
enzimas inativas que serfo ativadas por uma seqiéncia de evenios em cascata.
Inicialmente, a atividade da enzima pepsinogénio (secretada no estimago) &
determinada pela sua conversdc a pepsina por agdo do &dcido cloridrico. A
mudanga conformacional na estrutura da enzima faz com que seja iniciado o
processo digestive das proteinas e, simultaneamente, ativada as enzimas
pancredticas. A pepsina converte ¢ ftripsinogénio secretado pelo pancreas no

duodeno em tripsina, essa, por sua vez, ativa a quimotripsina e a elastase™.



Capitulo 1

No intestino as proteinas chegam na forma de aminodcidos, dipeptideos e
tripeptideos, sendo absorvidos primeiro os dipeptideos, em sequida os
tripeptideos e por (itimo 0s aminodcidos. A absorgédo desses e dos peptideos de
seqliéncia maior é processada nos enterécitos e posteriormente, alcangam a

circulagéio éntero-hepatica®.

No exercicio prolongado de intensidade moderada, a contribuicdo do
metabolismo de proteinas para a producio de energia provavelmente nio é maior
do que cerca de 6% da demanda total de energia. Atualmente, nZo existem
evidéncias de que a ingestdo de quantidades superiores & necessidade estimule a
incorporacidn dessa proteina excedente nos tecidos orgénicos, mesmo em

exercicios de forga, como por exemplo, fisiculturistas™.

A liberacdo de aminoacidos pelo figado é diretamente proporcional a
intensidade do esforco, podendo atingir védrios tecidos através da circulagéo
sanguinea. No musculo, os aminoacidas, principalmente 0s de cadeia ramificada,
sdo consumidos, gerando intermedidrios do ciclo de Krebs fornecendo seu
grupamento aminico ao piruvato, convertendo-o em alanina. Esia, por sua vez,
segue pelo sistema circulatério até o figado, onde serd desaminado e novamente
convertido a piruvate. O piruvato atravessa a membrana mitocondrial, onde é
convertido a oxaloacetato e estimula a enzima PEPCX (fosfoenol piruvato
carboxiquinase), catalisando a reacéo de siniese do fosfoenolpiruvaio. Esse ponto
é reversivel e pode promover a sintese de glicose hepatica, completando o ciclo
alanina-glicose. Esta via de produgdo de glicose tem sua origem no tecido

muscular que, durante a atlividade fisica, quebra a glicose gerando piruvato33.
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Figura 1. Ciclo Alanina-Glicose
(Onde: CK = Ciclo de Krebs; aCET.GLT = aCetoglutarato; AACR = Aminoacidos de
Cadeia Ramificada).

Fonte: Lancha Jr., 2004,

O miusculo possui uma capacidade limitada de oxidacdo dos aminoacidos,
sendo os mamiferos capazes de oxidar alanina, acido aspartico, acido glutamico,
leucina, isoleucina e valina. Portanto, ndo existe um mecanismo de
armazenamento do excesso de proteinas dietéticas no organismo, e qualquer
aminodacido ingerido além da necessidade imediata ¢ oxidado, e o nitrogénio é

excretado™.

Estudo mostrou que o estémago é um local altamente significante do trato
gastrintestinal para absorgdo de peptideos™. Contudo, existem fortes evidéncias
para a existéncia de multiplos sistemas de transportadores de peptideos, incluindo
um tipo que é eletrogénico e que requer uma forga préton-motiva e dois

cotransportadores H* para cada peptideo transportado. A taxa de absorcdo de
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peptideos pode ser responsiva ao nivel de consumo dietético e quantidade de

proteinas™®.

A velocidade de absorcdo dos aminodcidos provenientes da dieta pelo
intestino varia conforme o tipo de proteina, podendo afetar a sintese protéica pas-
prandial, quebra e depdésito. Qutros fatores que podem interferir sdo a motilidade
gastrica e intestinal, digestdo luminal e a absorcdo pela mucosa?. Diversos
tecidos coma musculo, gléndulas mamarias, figado, ring, mucosa intestinal e
outros tém suspeita ou comprovada habilidade para utilizar peptideos como fonte

de amina4cidos para suprir suas demandas celulares™.

Exercicio Fisico

O exercicio exerce alguns efeitos altamente especificos sobre o
metabolismo protéico do organismo. Os exercicios de musculagéo resultam em
aumenio de massa muscular, indicando intensificagdo na formagéo de actina e
miosina. Os ex_ercrcios de resisténcia elevam o conielddo de proteinas musculares,
principaimente aquelas envolvidas no metabolismo oxidativo possuindo também

alguns efeitos imediatos sobre o metabolismo protéico™.

Para a realizagéo do exercicio é necesséria a integragdo coordenada de
trés importantes sistemas orgdnicos: musculo-esqueietico, cardiovascular e
respiratério. Os trés estdo diretamente acoplados para prover troca gasosa

homeostatica entre o ambiente externo e as fibras musculares em atividade™.

i5
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O corpo utiliza rés sistemas de energia principais para a provisdo da forca
muscular necessaria ac exerclicio. O primeiro é o sistema do fosfageno qgue
armazena energia das ligacbes 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 periodes de 10 a 15
segundos. O segundo & o sistema glicogénio-acido {actico, o qual libera energia
pela conversdo do glicogénic em d&cido lactico, podendo suprir energia com
intensidade de cerca da metades do sistema fosfageno podendo assim susieniar a
contragdo muscular maxima por periodos de 30 a 40 segundos. O Ullimo sistema
é o aerdhico que libera energia pela metabolizacédo dos carboidratos, das gorduras
e das proteinas com oxigénio. Provendo energia com intensidade da ordem de um
quarto da do sistema fosfageno, mas sua duragdo é limitada, definida pela

dispanibilidade dos nutrientes apropriados®.

A intensidade e a duragfdo do exercicio sdo fatores determinantes na
selegdo do substrato energético para o corpo, para curta duragdo e alta
intensidade o corpo utiliza os estoques de adenosina trifosfato (ATP) e creatina
fosfato (CP) para o exercicio prolongade, usa carboidratos, lipidecs e
proteinas®?®. O trifosfato de adenosina {ATP) & o tinico combustivel que pode ser
usado diretamente pelo misculo esquelético péra a cantracdo. Esse estoque no
misculo é relativamente pequeno e por isso deve sofrer continua ressintese a
partir de seus produtos de degradagdo: o difosfaio de adenosina (ADP) e o

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

Fonte: Mcardle, 1998"",

Segundo Carvalho et al (2003), a intensidade do exercicio & proporcional &
participagdo dos carboidratos como fonte de energia. A contribuicdo da gordura se
forna expressiva quando a alividade se prolonga e se mantém em iniensidade
francamente aerébia. Contudo, a proporgdo de energia provinda da gordura tende
a diminuir quando a intensidade do exercicio aumenta o que exige maior
participacdo dos carboidratos. A proteina, com a maior duracdo do exercicio,
aumenta sua participagdo, o que contribui para a manutencdo da glicose

sanguinea, principalmente por meio da gliconeogénese hepatica® .

Em uma revisdo, Hood e Terjung (1990)"', salientam o papel dos

aminodcidos ramificados (leucina, isoleucina e valina), glutamina, alanina e
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aspartato no metabolismo durante o exercicio. A contribuicdo da oxidacdo dos
aminoécidos ramificados para o fornecimento de energia pode variar de 1 a 20%
do total. Durante o exercicio, ha elevagdo semelhante nas concentracbes
plasmaticas de leucina, o que faz prever que a contribuicdo deste aminodacido, no
fornecimento de energia possa estar proporcionalmente aumentacla. Em outro

estudo, Hood e Terjung (1987)*

demonstram que ndo ocorre alteragdo na
capacidade de oxidagdo da leucina em muisculos de animais treinados,
comparados aos sedentarios, sugerindo que outros tecidos, como o figado,

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

Paor muito tempo, os efeitos do exercicioc nas necessidades dietéticas de
protefnas tém motivado controvérsia®®, Os estudos cientificos vém demonstrando
gue a performance e a salde de atletas podem ser beneficiadas com a
modificagdo dietética® influenciando a resposta ao exercicic de duas formas.
Primeiro, o consumo inadequado de carboidratos causa deplegdo mais rapida do
glicogénio muscular e hepético durante o exercicio contribuindo para uma maior
utilizacdo de proteinas como substrato energético. Isto pode ativar uma enzima
limitante na oxidagio de aminodcidos de cadeia ramificada, a cetodcido
desidrogenase de cadeia ramificada, quando os estoques de carboidratos sdo
baixos. Segundo, o alto consumo de proteinas pode promover um balango de

nitrogénio positivo que pode oferecer condigbes para a sintese protéica®.

A selecio de combustivel para a prdtica de exercicios e, as interagfes que
ocorrem entre muitos deles, tem interferéncia na utilizacio de fontes de energia

fatores como: disponibilidade do substrato, status nuiricional, dieta, modo,
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intensidade e duragdo do exercicio, tipo de composicde da fibra muscular,
treinamento fisico, e também o efeito de treinamento, drogas, horménios,
exercicios e falores ambientais-como temperatura e altitude®'. Nas necessidades
de proteinas para atletas, interferem a composigdo da dieta, energia total
consumida, intensidade do exercicio, duragédo e tipo de treinamento, temperatura
do ambiente, sexo e idade®. Estudo examinando saciedade de proteinas
encontrou que as proteinas do soro exibem um alto nivel pds-prandial de
aminoécidos plasméticos, comparadas com as da caseina®. O perfil de
aminoacidos do soro é adequado para a composi¢io corporal, promovende a
sintese protéica e o acréscimo de massa muscular®. Estudos tém mostrado que
somente os aminodcides essenciais, especialmenie a leucina, sdo necessarios

para estimular a sintese protéica*®*®.

Para individuos sedentarics, recomenda-se o consumo didrio de proteinas
entre 0,8 e 1,2g0/kg de peso/dia. Para praticantes de exercicios fisicos tem sido
constatada uma maior necessidade de ingestdo, pois as proteinas contribuem

7 & também o fornecimenta de energia em

para o fornecimento de energia®
exercicio de endurance, sendo, z;inda, necessarias na si.ntese protéica muscular
pos-gxercicio®. Segundo Lemon (1995)°, pessoas envolvidas em treinos de
resisténcia necessitam de 1,2 a 1,4 g de proteina por quilograma de peso ao dia e

atletas de forga 1,6 a 1,7 g/kg peso/dia, sendo a ingestédo apds o exercicio mais

vaniajoso para favorecer a recuperagao e a sintese protéica muscular.

A elevagao na ingestéo protéica acima das necessidades didrias implica

sobrecarga orgdnica que resulta em déficit energético, exigindo elevagao do
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consumao caldrico pelo metabolismo além de que o aporte proteinico elevade
promove alteragdo da funcionalidade renal. As proteinas contribuem com menos
de 10% do total energético da atividade motora, concluinde-se assim gue a

ingestdo elevada é considerada desnecessaria para este fim™.

O exercicio pode induzir alteragbes na fun¢Bo gastrintestinal, mas, os
efeitos no pH géstrico séo desconhecidos sendo que o esvaziamento gastrico
pode ser alterado por alguns fatores como a composicio e o volume da dieta
consumida. O exercicio intenso também induz uma elevacdo da concentragdo
plasmatica de catecolaminas, endorfinas, e todos os hormdnios gastrointestinais,

que podem afetar a motilidade intestinal*®.

Metabolismo no Miocardioc Durante o Exercicio

Durante o exercicio dindmico, como corrida, natagdo ou ciclismo, a
resposta cardiovascular ao exercicio & iniciada por centros de comande mais
elevados do cérebro, chamados de comando central. Com a continvidade do
exercicio, tanio os sinais mecinicos como os metabdlicos do milsculo esquel.ético
ativo fornecem feedback aos centros cardiovasculares do cérebro para uma

combinagdo precisa entre a liberacdo de oxigénio sistdmico e demanda

metabslica™.

A resisténcia vascular diminui para facilitar aumentos da perfusdo muscular
|4 o débito cardiace, aumenta proporcionalmente 4 captacio de oxigénio, o que

permite a manutengédo e até mesmo o aumento da pressfo arterial média. O

20
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exercicic estatico, por exemplo, levantamento de peso e exercicio iscmétrico, &
associado a aumentos menores na captagdo de oxigénio, no débito cardiaco e no
volume-contragéo do que o exercicio dinamico, mas com aumentos equivalentes

na presséo sanguinea®.

O coragéo utiliza a energia quimica armazenada no alimento para gerar o
ATP que ird acionar o seu trabalho. Entretanto, o coracdo depende quase
totalmenie da energla liberada nas reacbes aerdbias, sendo que, o miocardio
humano possui uma capacidade oxidativa irés vezes maior que o misculo
esquelético. Ja as fibras miocardicas, possuem a maior conceniragio de
mitocdndrias de iodos os tecidos e sfo altamente adaptadas para o catabolismo

lipfdico como fonte primaria de ressintese do ATP*,

O fluxo sanguineo pode aumentar de até 25 vezes durante o exercicio mais
extenuante, fazendo assim com que o débito cardiaco aumente até 6 vezes.
Durante o treinamento, as dimensdes das cadmaras cardiacas e da massa
cardiaca aumentam cada um, 40% permitindo que no exercicio méximo, o coragioe
bombeie sangue a 90% de sua capacidade maxima®. Os substratos usados pelo
coracdo para a obtengéo de energia s8o: glicose, Acidos graxos e lactato
circulante. A utilizag8o percentual desses substratos varia com 2 intensidade e a

duracdo do exercicio™.
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Glicogénio

O glicogénio é um polimere de D-glicoses unidas por ligagdes «(1-4) em
que, 2 cada 8 a 14 residuos, existem ramificagcbes cujas ligagbes glicosidicas so
do tipo «fi1-6). Ele tem a fungBo de armazenar glicose para uso metabdlico
postetior, sendo esse um suprimento constante para tecidos como o cérebro e as

células vermelhas do sangue®’.

Os estoques de glicose na forma de glicogénio séo fisicamente limitados,
visto que sdo moléculas altamente hidratadas®. A capacidade do tigado de
estocar glicogénio é suficiente apenas para suprir 0 cérebro com glicose por um
periodo de aproximadamente meio dia, ou seja, até 10% do glicogénio em peso e
nas células muscuiares até 1-2 % do peso®'. No miocérdio o glicogénio ocupa
aproximadamente 2% do volume da célula no adulto e mais do que 30% no

miocardio fetal®?.

Os niveis de glicogénio no coragdo s&o afetados pela variedade hormonal,
dieta e exercicio e pela prevencao da glicogendlise induzida por catecolaminas™.
C carboidrato tem eficiéncia comprovada na recuperag@o do glicogénio muscular
pois contribui para a manuten¢o do peso corporal e a adequada composicio
corporal, maximizando os resultados do treinamento, contribuindo para a

manutencdo da satde®.

Os processos opostos de degradagdo e sintese do glicogénio si3o

regulados reciprocamente, ou seja, um & acelerado, enquanto o outro é inibido. A
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guebra do glicogénia, ou glicogenélise requer a glicogénio-fosforilase, que catalisa
a fosfardlise de glicogénio (clivagem da ligagae pela substituicdo de um grupo
fostato} produzindo glicose-1-fosfato. Essa enzima libera uma unidade de glicose
se esta estiver até no minimo ¢inco unidades de um ponto de ramificacio. Os
inibidores alostéricos da fosforilase (ATP, glicose-6-fosfato e glicose) e seu
ativador alostérice (AMP) interagem diferentemente com as formas fosforilada e

desfosforilada da enzima®'.

A glicogénio sintase participa da sintese do glicogénio onde a unidade
glicosil do UDPG (uridinadifosfoglicose) & transferida para o grupo OH do C4 em
uma das extremidades nfo redutoras do glicogénio, formando uma ligagéo
glicosidica «{1-4). Uma molécula de UTP {uridina trifosfato) é clivada a UDP
{uridina difosfato) para cada residuo de glicose incorporado no glicogénio, sendo

assim ¢ consumo de UTP energeticamente equivalente ao consumao de ATPS,

Exaustao

A fadiga, ou exaustdo pode ser definida como o conjunto de manifestagfes
produzidas por trabalho, ou exercicio prolongado, tendo como conseqiéneia a
diminuigdo da capacidade funcional de manter, ou continuar o rendimento
esperado®™. Sua etiologia tem despertado grande interesse, principalmente devido
ao fato de seu carater multifatoriat® pode ser dividido em dois companentes:
fadiga periférica e fadiga central. Essa divisdo leva em conta fatores metabolicos
interativos, que afetam os miusculos (fadiga peritérica), e o cérebro (fadiga

central), durante a realizagéo de trabalho fisico intenso em atletas®.
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Na fadiga periférica ocorre deplecéo de fosfocreatina, acimulo de prétons e
deplegdo de glicogénio no miisculo. Na fadiga ceniral os fatores considerados sd0
o decréscimo da concentrago da glicose sanguinea e o aumento na proporgéo de
concentragio de triptofano para os aminpacidos de cadeia ramificada na corrente

sanguinea®®.

O estresse do exercicio pode resultar numa adaptacgdo biogquimica muscular
gque aumenta as necessidades nutricionais, com a maior utilizagdo e/ou perda de
micronutrientes®. O exercicio que requer mais do que a capacidade normal do
corpe causa alteragbes agudas gque temporariamente reduzem a capacidade
geradora de poténcia do masculo, resuliando em fadiga. Os mecanismos
responsaveis pela fadiga dependem de fatores como intensidade, tipo e duragéo
do exercicio; atividade contratil, composigdo fibrosa do misculo em contragéo; e

nivel de condicionamento do individuo®™.

Normaimente, a freqiiéncia cardiaca, a respiragdo, a temperatura carporal,
a atividade enzimética e a fun¢do neuroenddcrina retornam aos niveis de repouso
em minutos ou horas ap6s um perioda intenso e agudo de exercicio®. Por outro
lado, a reposicdc de reservas de carboidratos e o reparo no tecido muscular
danificado podem demorar dois dias ou mais. Apds a fase de restauragéo,
diversas células, tecidos e sistemas orgénicos perturbados durante o treinamento
sofrem mudangas na estrutura e fungdo, denominada fase de adaptacio
permitind;:) ao atleta exercitar-se subseqileniemente durante mais fempo na

mesma taxa de trabalho absoluta antes do aparecimenta da fadiga®.
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Creatina Quinase

A crealina quinase é uma enzima citosdlica que catalisa a fosforilacao
reversivel da creatina pelo ATP sendo responsével pela sintese, transporte e

utilizagdo do ATP ¢ creatina fosfato (CP) no masculo cardiaco ™ 52,
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Figura 3. Ag3o da Creatina Quinase {CK)

E uma proteina que existe como uma familia de quatro isoformas: CK-BB
predominantemente no cérebro, CK-MB no musculo cardiaco, CK-MM no milsculo
esquelético e CK-Mt nas mitocondrias®™®, as isoenzimas sdo discretamente
diferentes, mas com a mesma especificidade de substrato®. No musculo
esquelético ha uma reserva relativamente grande de fosfocreatina, sendo que a

utiizagdo desta ocorre imediatamente no infcio da contragdo, para tamponar o

aclmulo rapido de ADP resuliante da hidrdlise do ATP. A elevacdo momentanea
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da conceniracio de ADP é o estimulo principal da hidrdlise da fosfocreatina pela

reagioc da creatina quinase™.

A reacdo da creatina quinase é de equilibrio e reversivel, ocorrendo apds o
exercicio, quando a carga energética da célula encontra-se aumentada e quando
ha energia suficiente disponfvel para refosforilar a creatina®. A medida precisa
das fsoenzimas no sangue lem sido um imporianie diagndstico de doengas
cardiovasculares (CK-MB), doengas musculares (CK-MM) e neuroldgicas (CK-

BB)%".

Estudos tém demonstrado niveis de atividade da creatina guinase
diminuidos e com a distribui¢do das isoenzimas alteradas no miocardio do
diabético®™ . Outro estudo®, utilizando ratos aduftos imobilizados, mostrou a CK-
MM diminuida e as isoenzimas MB & BB aumentadas quande comparados com

animais intactos.
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RESUMO

A proteina do soro do leite tem mostrado possuir importantes fungbes para o
atleta. Com o intuito de verificar o efeito do consumo da protefna hidrolisada do
soro de leite na regulagédo do glicogénio no miocardio, durante o exercicio fisico,
determinaram-se (24-h pés-exaustio) as reservas de glicogénio, as atividades
enzimdticas da glicogénio sintase (GS8) e glicogénio fosforilase {GF) miocardicas,
assim como a atividade da creatina quinase {CQ) miocardica em ratos machos
Wistar, segregados em grupos de sedentdrios, treinados, sedentérios-exauridos e
treinados-exauridos. O ensaio biolégico teve a duragéo total de 42 dias, sendo 7
de adaptacio ambiental em dieta comercial e Agua ad fibitiym, 7 de adaptacio a
dieta e 28 de treinamenio em esteira rolante. As dietas experimentais foram
elaboradas utilizando como fontes de proteina (12%) o isolado e o hidrolisado do
soro do leite (GH 11%), e caseina. Nem a dieta nem o treinamento tiveram efeito
na atividade da creatina quinase miocéardica. Ja o glicogénio miocardico mostrou
elevacéo no grupo sedentario que consumiu o hidrolisado e, foi depois submetido
a exaustdo (HSX). A enzima GS ndo mostrou ter sido afetada pelo treinamento,
nos animals que consumiram o hidrolisade, mas, quando a dieta continha a
caseina ou o isolado, a atividade enzimatica diminuiu. O treinamento, seguido de
exaustdo provocou uma diminuicéo da sintese de glicogénio miocardico no grupo
que consumiu o isolado (ITX). Nos animais sedentarios que consumiram o
hidrolisado (HSX), porém, a exaustdo fez com que a atividade enzimatica
aumentasse. Por sua vez, o treinamento mostrou ter a capacidade de aumentar a

atividade da enzima GF. Conclui-se gue as diferengas metabdlicas provocadas no
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glicagénio do miocardio pelo efeito combinado das varias proteinas da dieta e o
exercicio fisico, sugerem que o hidrolisado ndo seja responsavel por incrementar
0s estoques de glicogénio, nem a atividade das duas principais enzimas que
regulam os estoques desta reserva energética no miocardio, diferente ao ja
relatado para o muisculo esquelético gastrocnémio do rate. Consumao crdnico do
hidrolisada, entretanto, parece predispor o tecido miocardico a sintetizar glicogénic
malis rapidamente, em comparacgéo ao isolado ou & caseina. Isto foi evidenciade
pela resposta nula da GS ao exercicio e corroborado no caso em que o animal
sedentario foi levado subitamente & exaustao fisica, situagdo na gual, o consumc
do hidrolisado resultor em aumento da atividade da GS e maior acumulo de

glicogénio, sem reflexos na atividade da enzima creatina quinase.

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

proteotisados, peptideos, exercicio.
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ABSTRACT

Milk whey proteins have shown to possess important functions for the athlete. We
wished to verify here the effect of consuming hydrolyzed whey protein on the
regulation of the myocardial glycogen stores in the rat myocardium, during physical
exercise, the enzymalic activities of glycogen synthase (GS), glycogen
phospharylase (GP) miocérdicas, as well as the activity of the creatine kinase (CK)
in male Wistar rats, determined 24-h post-exhaustion. The animals were
segregated in sedentary, trained, and sedentary-exhausted and trained-exhausted.
The biological assay had the 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 hydrotyzate (GH 11%]), or casein, Nor the diet nor
the training had had an effect in the activity of myocardial creatine kinase. The
myocardial glycogen, however, showed an increase in the sedentary group that
consumed the hydrolyzate and was fater submitied to exhaustion (HSX). The GS
did not show tc have been afftected by the training in the animals that had
consumed the hydrolyzate, but, when the diet 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 the isolate (ITX). In the sedentary animals that had consumed the
hydrolyzate {HSX), however, exhaustion made the enzymatic activity increase. In
turn, the training showed to have the capacity to increase the activity of the

enzyme GF. |t could be concluded that 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 the glycogen stores, nor the aciivity of the two main enzymes that
regulate the supplies of this energy reserve of the heart, different from what has
been observed o occur with the skeletal muscle gastrocnemius in the rat. Chronic
cansumption of the hydrolyzate, however, may predispose the heart tissue to
synthesize glycogen more readily, in comparison to either the isolate or casein.
This became clear when training did not have an effect an synthesis and when the
sedentary animal was suddenly submitted to physical exhaustion, situation in
which, the consumption of the hydrolyzate would result in an increase of the
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 Introducao

O exercicio fisico tem eleitos abrangentes sobre os parametros fisiotdégicos
coma: freqiiéncia cardiaca, débito cardiaco, respostas harmonais, metabolismo da
glicose, sistema imunoldgico, entre outros. No inicio de um exercicio, quando
ocorre uma necessidade energética aumentada, a creatina fosfato é essencial
durante as transigfies sibitas de baixa para alta demanda energética. Ela é
produzida através da transferéncia da ligagéo fosfato de alta energia do ATP para
a creatina por infermédio da enzima creatina quinase. E durante o exercicio de
intensidade moderada & intensa, de curta duragéo, o principal substrato energético

envolvido & o carboidrato, estocado sob a forma de glicogénio’.

O glicogénio € uma estrutura compacta de allo peso molecular constituida
por moléculas de glicose conectadas por ligagdes glicosidicas 14 e ramificacdes
1—6. O figado e 0 misculo s&o os.maiores depbsitos desia importante reserva de
energia’®, seguido do coragdo que tem um armazenamento de 2% do seu volume
total, embora a sua significdne¢ia na salde ndo esteja completamente entendida®.
A sintese e a degradacdo do glicagénio sdo reguladas por varias enzimas, entre
elas, a glicogénio fosforilase, que libera uma unidade de glicose pela fosfordlise do
glicogénio e a glicogénioc sintase que incorpora a ‘unidade glicosila do UDPG

{uridinaglicosedifosfato) na extremidade néo redutora do glicogénio".

A enzima glicogénio sintase, responsdve! pela gliconeogénese, é regulada
pelo exercicio e sua ativagdo ocorre imediatamente apés esse, promovendo

replecéio de glicogénio pelos mecanismos independentes de insulina®. © estoque
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de glicogénio muscular é rapidamente depletado durante o exercicio ¢ essa

deplecdo em nivels criticos esta associada 4 fadiga1.

Estudos mostraram que a combinagdo de carboidrato e proteina foi mais
eficaz do que o carboidratc sozinho na recuperacdo do glicogénio muscular
durante as primeiras quatro horas imediatamente apés o exercicio®®. Com isso,
suplementos com essa combinagdo e que pessuam aminoacidos livres além de
proteinas do soro do leite, véem ganhando posicdo cada vez mais forte no

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

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente
absorviveis pelo organismo, estimulando a sfntese de proteinas sanguineas e de
outros tecidos. Além disso, contém quase todos os aminoicidos essenciais em
excesso as recomendacdes, exceto os aminoacidos aromaticos (fenilalanina e
tirosina), gue se encontra em quantidades suficientes para atender as

recomendacdes para todas as idades’.

Estudo anterior em nosso laboratdrio® apresentou resultados relevantes da
proteina hidrolisada no desempenho fisico em animals treinados evidenciado pela
maior resisténcia 4 exaustio em relagfdo a dieta com proteina de soro integra.
Entretanto, seria desejavel responder a questdo de se diferentes tipos de
protelnas na dieta ou a forma de apreseniacdo de qualquer proteina alimentar
teriam algum efeito no contelido de glicogénio ou na atividade das enzimas

glicorregulatérias nos tecidos®.

Portanto, estudar a a¢do da proteina hidrolisada do soro do leite no

metabalismo do glicegénio, juntamente com o fator exercicio fisico, foi 0 objetivo
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do presente trabalho, visto que o glicogénio tem um importante pape! no
fornecimento de glicose para o miocardio e ha malor utilizagdo de aminoacidos

com finalidade energética durante o metabolismo acelerado do exercicio fisico.
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2.2. Metodologia

2.2.1 Ensaio bioldgico

Teve a duracdo total de 42 dias e foram utilizados 120 ratos machos da
linhagem Wistar SPF (specific pathogen free), recém-desmamados, com 21 dias e
pesando = 45¢g, procedentes do Centro Multidisciplinar de Investigac8es Bioldgicas
(CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas. O experimento foi aprovado
pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) - Instituto de Biologia -

IB, Unicamp, sob protocolo n® 841-1/2005.

Na primeira fase do ensaio (7 dias) foram maniidos em gaiolas individuais
em laboratério de crescimento, com ciclo ¢laro-escuro e temperatura ambiente de
20 + 2°C. Neste periodo de adaptagéo, os animais foram alimentados com dieta

comercizal ndo purificada (Labina) e agua ad libitum.

Utilizaram-se grupos de 10 animais divididos em 12 diferentes tratamentos
de treinamento e dieta (Figura 2.1). As dietas experimentais oferecidas foram
elaboradas conforme AIN 93-G'°, exceto a proteina, que foi no teor de 1205,
sendoc as fontes protéicas utilizadas nas dietas: isolado (ALACEM-895) e
hidrolisado (ALATAL-817) do saro do leite, ambos da NZMP™ (Wellington, N.Z ), e
a caseina, que foi usada como ¢ontrole. Todos os grupos foram submetidos a 35
dias de ensaio, no qual a 1% semana foi de adaptagio as dietas experimentais
{hidrolisado [H], caseina [C] e isoladoe [l]). Nos trés Gltimos dias dessa adaplagéo

foi realizada a coleta das fezes ¢ urina, em gaiclas metabdlicas, para verificar o
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consumo e a excregdo da dieta oferecida, através da determinagdo do nitrogénio

pelo método de Kjedahl'®.

40 ratos

40 ratos 40 ratos
hidrolisade .

isnlado caseina

I C
20 .1} 20 20 20
treinadps sedentarios treinados treinados sedentirios
(. Y| ( w y{( 1 1w Y| w Y 1w
| | wdnados | | [ sedemtaries | | | tremados | | _| sedentarios | | | trenados | | | sedentaries
exaustos exaustos exanstos exaustos exaustos exaustos

. HIX \ HS8X . Imx ) . I8X ) . CTX ) CSYX
s N - N I e R e ; i~ ™

w 10 10 10 1 20
-~ treinados | '‘— sedentirios | " irenados | ' sedemtirios] "= trelnados | ' sedentivios

HT HS - IT I8 CT CSs
™ A N A L : \. A L _ J

Figura 2.1 - Es'qltijema da divisdo dos animais par dieta e tipo de atividade

figsica

O grau de hidrdlise do hidrolisado do soro do leite utilizade na preparagio
da dieta foi de ~11%, segundo 0 métado do TNBS (dcido trinitrobanzenosuliénico},
o qual determina a conceniragdo de grupos amina primérios por ensaio

espectrofotométrico, segundo Adier-Nissen (1979)'®. As dietas experimentais
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tiveram sua composicdo centesimal determinada por: umidade, cinzas, proteinas,

12,14

fibras'?, lipideos'® ' e carboidratos por diferenga.

O teor de proleina das dietas experimentais foi reduzido para proximo de
14%, em base seca, ou seja, um nivel sub-6timo para crescimento na condiclo
sedentaria. A Tabela 2.1 caracteriza a composicdo das dietas em termos de
umidade, cinzas, lipfdeos, proteinas ¢ carboidratos. A dieta C apresentou um
maior teor de umidade que as dietas | e H. Enquanta a dieta | teve conteldo
glicidico e energético maior, em contrapartida, a dieta H mostrou maior teor de
lipideos e cinzas, sendo esses estatisticamente diferentes das outras dietas. As
dietas experimentais possuiam o teor protgico préximo de 12%, em base Umida
(ou seja, ~14% em base seca, sem diferenga estatistica; p=0,3), caracterizando-se

como Isoprotéicas, sem apresentar diferenca estatistica entre si.
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Tabela 2.1 - Composi¢do centesimal média das dietas experimentais {base

umida).

Componente Caseina Isolado Hidrolisado

(€) 0! (H)

Energia kcal/100g | 382,82 + 1,71 390,73 £ 0,40° 389,71 + 1,43"

Carboidratos (%) | 64,98 +0,42° 65,66+0,19° 64,08 + 0,29°
Lipideos (%) 8,02+0,07° 851+0,01°  8,81+0,25°
Protefnas (%) | 12,67 +0,16 12,62+0,12° 12,88 + 0,38"

Cinzas (%) 2,63+0,02° 257+0,01° 2,89 +0,086°
Umidade (%) 8,98+ 0,40° 7.67+0,06°  7.60+0,15

Fibras (%) 2,72+0,07° 297+0,10° 2,84 + 0,05

Valores: média & desvio padrdo. Letras diferentes mindsculas na horizonial representam

diferenga significativa {p< 0,05).

222 Treinamento ¢ Teste de Exaustdo

Tendo em vista que o metabolismo pode ser alterado pela dieta e pelo nive!
de atividade fisica, e 0 objetivo era avaliar o efeito da dieta no desempenho fisico,
foi necessario entdo introduzir o fator treinamento. A atividade fisica iniciou-se,
apés o periodo de adaptagéo a4 dieta, onde os trés grupos de 40 ratos, separados
em fungdo da dieta e do tipo de treinamento, foram transferidos para laboratdrio

de bioquimica do exercicio, 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 exercicio fisico em esteira, por
28 dias. O treinamenio consistiv inicialmente em um teste de aptiddo fisica
minima, antes de serem distribuidos em grupos de treinados e sedentarios. Esse
teste teve duracdo de 5 minutos a uma velocidade de 10m/min, terminando com a

exclusfo daqueles animais que se recusaram & correr.

A esteira rolante que é composta de uma plataforma inclinavel, dotada de
um choque eléirico na extremidade de partida para evitar a interrupgdo de
atividade fisica. O treinamento fol realizado no periodo da manhi, de segunda a
sabado, seguindo sempre a mesma seqiéncia de animais. A duragdo do
treinamento foi de 28 dias, sendo que os 7 primeiros serviram como adaptagio ao

exercicio figico.

O grupo de animais ireinados seguiu um protocolo de treinamento,
adaptado de Smolka et al (2000)'®, onde a adaptagdo ao exercicio 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 duragéo de mais 21 dias, durante os
guais, na primeira semana, os animais alcangaram a velocidade de 15m/min, por
40 minutos. Na segunda semana, 25m/min correndo por 50 min e na ultima

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

No final do treinamento, 0s grupos escolhidos {seis grupos de 10 animalis)

para exaustdo faram submetidos & prova, correndo na velocidade de 25m/min até
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atingirem 32,5m/min. O tempa de exaustdo foi determinado no momento em que o

animal ndo conseguia mais se afastar do choque elétrico.
2.2.3 Sacrificio dos Animais

Ao término da exausifio, amosiras de sangue caudal foram exiraidas para
determinagéo do lactato sé_rico e 0s animais deixados em repouso de 24 haras, No
dia seguinte, todos os animais foram sacrificados por decapitagédo, sendo o 6rgao
(coragdo) coletado e armazenado em nitrogénio liquide até realizagdo das
analises. Antes de cada andlise os 6rg8os foram desintegrados em almofariz com

nitrogénio liquido.
2.2.4 Determinagoes
a) Quantificagcdo do Glicogénio

O glicogénio do miocardio foi determinado em amostras de ~35mg de
tecido utilizando solugdo de KOH a 30%, saturada com Na,SO, e etanol para
precipitar o glicogénio do digerido alcalino e entdo quantificados pelo acido

sulfurico e fenol, seguindo o método de Lo et al, (1970}'6,
b) Atividade da Creatina Quinase (fracdo MB)

A atividade dessa enzima foi determinada pelo kit comercial CK-MB (NAC),
baseado na inativagdo total da creatina quinase (isozima CKMB). E um método
sinético com utilizagdo de absorgdo no UV, da Laborlab S/A produtos para

laboratérios {Guarulhos, S/P). O célculo da atividade foi feito pela diferenca de

absorbancia (AA), subtraindo o A1 (absorbéncia apds exatos 5 minutos) do Ao
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(absorbdncia inicial) e multiplicando por 1350, conforme instrugdes da bula de
procedimentos. A leitura das amostras foi feita conira Agua desionizada no
espectrofotbmetro Beckman DU-70 com controlador de temperatura Beckman a

30°C.

¢) Atividade Enzirmatica da Glicogénio Sintase

A enzima glicogénio sintase teva sua atividade determinada por fluorimetrig
mediante a quantificagBo de UDP e NAD® formados, conforme descrito por
Passonneau e Lowry (1 993)13. Apds a preparagido da amostra, foi acrescentado o
ptimeiro reagente (contendo imidazol, UDPG, glicogénio, EDTA, NaF, ditiotreitol e
BSA), e incubado por 1 hora, a 38°C. A essa mistura foi adicionado H.0. em
NaOH, seguido de incubacdo por 30 minutos, em temperatura ambiente. Em
seguida, foi acrescentado o terceiro reagente que continha imidazo!l, KCI, MgCis,
fosfopiruvato, NADH, piruvato quinase, lactato desidrogenase, catalase e BSA. A
leitura da fluorescéncia foi feita apds 20 minutos no espectrofluorémetro 1SS-PC1
Photon Counting Spectroffuorometer, Champaign, IL, USA, modelo H10-450. A

excitaglo foi fixada em 290nm e a emissio em 361nm.
d) Atividade Enzimatica da Glicogénio Fosforilase

A atividade da enzima glicogénio fosforilase foi determinada
espectrofotometricamente pelo método adaptado de Childress e Sacktor (1970}
e Passonneau e Lowry {1993)'®, onde a amostra & homogeneizada e ceintrifugada.
e posteriormente equilibrada em banho a 30°C para ser acrescentado 1 mL da

sclugdo de enzimas. A leitura foi feita a cada 30 segundos, durante'5 minutes, no
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espectrofoiémetro Beckman DU-70, com controlador de temperatura Beckman, a

30°C.
2.2.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média & erro padro ‘e

§
submetidos & analise estatistica usando o programa SPSS (Statistical Package for
Social Science) para ambiente Windows, versdo 15.0, onde as diferencas entre

médias foram avaliadas, usande o teste de Tukey com nivel de significAncia p<

0,05.
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2.3 Resultados e Discussido

s Consumo de dieta

Os animais receberam a dieta experimental durante 35 dias, apresentando
um consumo médio didrio de 17,46 + 0,16 g nos grupos da caseina, 15,83 + 0,09
g nos grupos do isolado e 15,68 + 0,11 g nos grupos do hidrolisado do soro de
leite, apresentando diferen¢a estatistica do grupo da ‘caseina em relacdo aos
demais grupos. A assimilagdo da proteina das dietas pode ser avaliada através da
comparagdo do balanco nitrogenado de cada digta experimential com a dieta
padrdo {caseina), que € a relagdo da ingestdo protéica com sua excrecdo, sendo
eles: 0,87 + 0,15 g N/dia nos grupos da caseina, 0,81 + 0,17 g N/dia nos grupos
do isolado e 0,83 + 0,17 g N/dia nos grupos do hidrelisado, sendo a diferenca
pequena, mas significativa. Os dados comprovam o bom aproveitamento da
proteina das dietas experimentais pelo organismo.

O treinamento iniciou-se apos a adaptagdo a dieta experimental e teve a
duragBo de 28 dias. Durante esse periodo os animais seguiram o protocolo de
treinamenta e, no (ltimo dia, os grupos TX e §X foram submetidos & exaustéo.
Este procedimento foi realizado com o intuito de avaliar a forma em que a
atividade fisica e a dura¢do desta poderiam afetar a utilizagéo dos estoques de
glicogénio dos ratos desses dois grupos, pois o tecido muscular consome
primeiramente ATP e creatina-fosfato, prosseguindo sucessivamente com a
mobilizacdo da glicose circulante e a degradacdo do glicogénio muscular e

hepatico'®.
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s Creatina quinase

A alividade enzimatica da creatina guinase na fragdo MB foi avaliada por
ser uma gnzima chave no fornecimento de energia durante o exercicio. Na Figura
2.2, pode-se observar que a atividade da enzima creatina guinase mostrou-se
superior quande a fonte protéica utilizada foi o hidrolisado, conjuntamente com o
treinamento {grupos HT e HTX), porém, sem diferengas significativas (p=0,145).
No grupo SX, a dieta que mais influenciou a elevacdo da atividade foi a que
continha caseina, enguanto no grupo S, foi o isolado do soro de leite.

Os resultados apresentados na Figura 2.2 sugerem que o fator exercicio,
aliado ao consumg de proteina hidrolisada do soro de leite, aumenta a atividade
da creatina quinase fragdo MB provavelmente em conseqliéncia do desgaste
muscular e estresse fisico pelo gual o animal era submetido com o treinamento.
Segundo Cardinet (1997)2", a creatina quinase € a enzima amplamente ulilizada
para determinagdo de alteragées musculares, ¢ € considerado um indicador
altamente sensivel e especifico de lesdo muscular, jA que as fibras musculares
sdo particularmente ricas nessa enzima.

Quando comparados aos efeitos da dista e/ou do treinameanto pelo qual o
animal foi submetido, os dados apresentados na Figura 2.2 n8o apresentaram
diferenga significativa (p=0,145). Qs valores de CK-MB encontrados nesse
trapalho estdo préximos dagueles relatados por Kurata et al. (2007)*', que
analisaram a atividade da enzima no miocardio de ratos machos com 7 semanas

de idade (26,2 +18,1 U/L).

55



Capitulo 2

25 - aA

UL

TX SX

Figura 2.2 - Média da atividade enzimatica da creatina qu:inase miocardial nos grupos

caseina, [] isolado e [l] hidrolisado. Médias de 3 animais.

experimentais, nas dietas
Valores: média © erro padrio. Letras mindsculas diferentes representam diferenga
significativa entre as dietas e dentro de cada grupo de atividade. As maidsculas se referem as

diferengas entre os niveis de atividade fisica {p< 0,05).

»  (Glicogénio do Miocardio
O conte(do de glicogénio do miocardio, ap6s 24 horas de repousa, nos
animais do grupo sedentario-exausie (SX), dependendo da dieta recebida,
respondeu significativamente diferente ao consumo do hidrolisado, como pode ser
observado na Figura 2.3-a ¢ Figura 2.3-¢c. Assim, o hidrolisado levou a um
aumento da reserva de glicogénio no grupo sedentario, quando este foi submetido
a exaustdo (SX; Figura 2.3-c), sugerinde que durante o escasso esfor¢o fisico

despedido pelo sedentario, excesso de glicogénio 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 chogue com efeitos diferenciados para o caso em que a proteina
consumida foi a hidrolisada. Comparando esse grupo (SX) com TX (Figura 2.3-¢),
pode-se notar que houve diferenga 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 ¢ TX ndo foram encontradas diferengas significativas, apos 24
horas de repouso, que pudessem comprovar o efeito da dieta ou do exercicio
fisico realizado nesses grupos, Figura 2.3-b e 2.3-d.

Estes resultados podem diferir daqueles obtides para o musculo
esquelético®™, pelos quais se esperaria que os estoques no miocdrdio também
pudessem estar mais elevados nos grupos dque consumiram a proteina
hidrolisada. Mediante estas observacbes, pode se conciuir que a respostia do
miocérdio ndo segue o mesmo comportamento do miisculo esquelélico.

As determinacgfes de glicogénio no miccardio neste trabalho mostraram que
o valor mais elevado fol 3,53 + 0,60 mg/g tecido, correspondente ao .grupo
sedentario que foi levado & exaustZo (SX) e consumiu a proteina hidrolisada.
Comparando os dados de glicogénio do miocéardio 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)®,
os valores de {odos os grupos (excetuando o HSX) sdo 64% inferiores. Em néo
havendo qualguer expficagido metodologica para esta diferenga, os dados podem

sugerir alfgum efeito relacionado as diferengas na compaosigéo das dietas, como
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sd0 o menor teor de proteina e o usc da formulagdo AIN 93-G do presente

experimento.

{b)
=
% § 15 aA aA
& E aA
3 50
& 2
g S
= =
g &
—1  eg ;
=
T 5
(c) (d)
7 i aA aA

mg glicogénio /g tecido

TX SX T X

Figura 2.3 - Média do contelido de glicogénio no miocardio nos grupos experimentais em
mg/ g tacido. {(a) Comparagio entre treinado e sedentario. (b) Comparagao entre treinado-exausto

e sedentdrin-exausto. (¢) Comparagio entre treinado e treinado-exausto. (d) Comparagao entre

sadentario e sedentario-exausto, nas distas: caseina,[ | isolado ¢ Il hidrolisado. Médias de 3
animais.
Valores: média t erro padrao. Letras mintisculas diferentes representam diferenga

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

diferencas entre 0s niveis de atividade fisica (p< 0,03).
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Foi relatado por Tassi et al (1998)?? que, enquanto os niveis de glicogénio
hepético ndo foram afetados pela administrac@o de dieta a base de a-lactalbumina
hidrolisada, com relacido a outra contendo a mesma proteina ndo hidrolisada, o
glicogénio muscular foi poupado nos animais submetidos ao exercicio exaustivo,
como foi visto logo no final da exausido. Ja no caso de animais alimentados com
dietas elaboradas com proteina total do isolado de soro do leite, em comparagdo a
outros alimentados com a proteina hidrolisada, os animais exauridos e deixados
em recuperagdo por 48 horas nic mostraram diferengas nos estoques de
glicogénio do masculo esquelético®,

Se realmente o exercicio fisico altera a atividade das enzimas reguladoras
do metabolismo do glicogénio, seria entdo possivel observar diferencas nos
efeitos destas entre o0s animais treinados e sedentarios. Esse faio tem sido
atribuido & capacidade da protelna do soro do teite de modular a atividade de
enzimas glicoliticas e gliconeogénicasg, assim como ao poder de certos

aminoacidos estimularem a atividade desse tipo de enzimas®*,

e Glicogénio sintase
Contudo, a atividade da enzima glicogénio sintagse alterou-se em resposta
as duas varidveis: atividade fisica e dieta {Figura 2.4). Quando a dieta continha o
hidrolisado, o treinamento ndo mostrou nenhum efeite, mas, quando a dieta era a
casefna ou o isolado, a atividade enzimética diminuiu com o treinamento (Figura
2.4-b), de forma coerente com o deslocamento do metabolismo de uma fase

anabglica para outra catabélica. Ja quando a exaustdo foi efetuada nos animais
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treinados, somente a dieta contendo o isolado resultou em diminuicdo da sintese
de glicogénio no miocdrdio (Figura 2.4-d), embora sem produzir queda significativa
nos estoques de glicogénio.

Com relagéo ao grupo sedentario, que foi onde se notaram as maiores
diferencas entre as dietas, a exaustdo fez com que a caseina e o isolado
diminuissem a atividade da glicogénio sintase, enquanto o hidrolisado fez a
atividade aumentar, de forma leve, mas significativamente (Figura 2.4-a). Esta
maior atividade, entretanto, causou um aumente dramatico nos estoques de
glicogénio miocardico nesse grupo de animais, sendo que suas conseqiléncias

fisiologicas deveriam ser estudadas mais em profundidade.
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Figura 2.4 - interac{as entre dieta e atividade fisica, com relagao & atividade da enzima
glicagénio sintase no miocédrdio des grupos experimentais: {a} treinado e sedentdrio. (b) treinado-
exausto e sedentario-exausto {c) treinado e treinado-exausto. (d) sedentaric e sedentario-exausto,

nas dietas B caseina, [] isotado e Il hidrolisado. Médias de 3 animais.
Valores: média + erro padrao. Letras minﬁsculas diferentes representam diferenga
significativa entre as dietas e dentro de cada grupe de atividade. As mailsculas se referem as

diferencas entre o5 niveis de atividade fisica (p< 0,05).
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Isso ocorre parque a sintese de glicogénio é afetada diretamente pelo tipo,
duragéo e intensidade do exercicio realizado, devido as altera¢des enzimaticas e
adaptacBes agudas ao exercicio estressante™. Esses resultados contrariam os
achados de York et al (1 975)%, que avaliaram o glicogénio do miocérdio em ratos
machos, jovens, submetidos a natagéo durante 16 semanas. Esse trabalho relatou
ndo haver diferenca no conteldo de glicogénio, assim como na atividade da
fosfofrutoquinase do mesmo tecido, quando os animais treinados foram
comparados com os sedentarios, quer sob o regime de alimentagéo, quer em
jejum. Esses autores concluiram que, apareniemente, o jejum afetou a variagéo
dos niveis de glicogénio na direcdo oposta as mudangas na atividade da
fosfofrutoquinase, sugerindo, portanto que o glicogénio ndo variou como resultado
do exercicio fisico prolongado, e sim como resultado de certo estresse metabdlico.

Tomando o caso dos animais sedentarios, pode se obhservar que a caseina
produziu nfveis mais elevados de atividade da enzima glicogénio sintase no
miccardio do que as demais proteinas (Figuras 2.4-a e 2.4-b). JA guando esses
animais foram levados & exaustdo, a atividade produzida pela dieta de caseina
diminuiu, ficando menor do que a do hidrolisado. Esta (ltima, por sua vez nao
superou em mais que 10% a atividade mostrada antes da exaustao.

Nessa mesma Figura {2.4-a), ainda, pode ser vigto que a dieta elahorada
com o isolado 1ambéﬁ1 mostrou dimiauir a atividade apds a exaustio. Dessa
forma, apenas a dieta com o hidrolisado néo resuliou em diminuigdo, sendo em
aumenta significativo, embora discreto, da atividade da sintase. Tais resuliados
sfo consistentes, embora ndo exatamente proporcionais, com a elevagdo dos

estoques de glicogénio, vistos na Figura 2.3-a.
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J& no caso dos animaié gue passaram pelo protocolo do treihamento
regular {T e TX; Figura 2.4-d), as atividades da sintase n&o tiveram alteracdo com
a exaustdo, a ndo ser para a dieta com o isolado. Isto sugere que a taxa de
sintese de glicogénio diminuiu para este grupo de dieta e a sua correspondente
reserva de glicogénio deveria ser inferior & dos outros grupos de dieta. Entretanto
e, embora as diferencas entre todos os grupos tenham sido ndo 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 fungao disso, nio
seria surpreendente que os estoques de glicogénio do grupo ITX tenham side
ligeiramente superiores aos do que o HTX, por exemplo.

E claramente notado nos graficos da Figura 2.4, qLJe quando o animal é
submetido & exercicios fisicos até alcangar a exaustéo, com exce¢do dos animais
do grupo sedentdrio, a atividade da enzima glicogénio sintase diminui, 0 que
parece ser razoavel, considerando que no exercicio fisico, hd uma maior
necessidade de glicose na corrente sanguinea. Essas observactes sfio opostas
as relatadas em estudo® anterior, que mostrou ﬁue a atividade total da enzima
glicogénio sintase hepética ndo é afetada pelo treinamento de animals em esteira,
contrariando também os dados obtidos por outro trabalho®, no qual pode-se
obgervar quée a atividade dessa enzima era significantemente mais alta no
musculo esquelético de animais treinados com natagdo e alimentados com
proteina do soro do leite em relagdo aos que receberam dieta com caseina.

Morifuji et al. (2005)° desenvoiveram estudo no qual foram ensaiadas as

gete principais enzimas conhecidas no metabolismo do glicogénic, comparando a
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influéncia da natureza da proteina da dieta {caseina, proteina do soro do leite -
sem definigo— e proteina de soja) e o exercicio fisich em ratos. Embora néo
tenham estes autores levado em consideracéo os efeitos| separados do exercicio e
das diferentes dietas, eles relatam n#o ter encontrando diferenca entre a atividade
da glicogénio sintase produzida pela dista a base de ca:sefna e a produzida pela
proteina do soro de leite. Com relagdo as demaié enzimas indiretamente
envolvidas (glucoquinase, 6-fosfofrutoquinase, piruvato quinase, glicose-6-
fosfatase, frutose 1,6-difosfatase, e fosfoenolpiruva;no carboxiquinase), as
diferencas observadas foram minimas.

Nota-se na Figura 2.4-b e 2.4-d que h4, nos grup}os sedentario, treinado e
treinado-exausto, uma tendéncia de maior atividade en.fzirnélica nos animais que
receberam a dieta com casefna. Isso pode ser devido 4 uma maior liberagéo de
insulina, tendo em conta que esta proteina tem efeito nals células § do pancreas,
agindo como ativador da enzima glicogénio sintase. Corr;| parando o efeito da dieta
entre os animais que receberam a proteina isolada e a hidrolisada, nota-se que
houve um efeito no sentido de o hidrolisado produzir maibr atividade enzimatica do
que o isolado, excetuando-se o caso, porém, dos animaié_: simplesmente treinados.

E pertinente ressaltar também a possibilidade de ter hévido maior liberagfo
de insulina devido ao maior contelido de amino4cido livie no hidrolisado, emhbora,
em menor propor¢io que na caseina. Esse efeito de lestimulagdo sinérgica de
liberagdo insulinica a partir de ingestdo de proteina e aminodcidos foi observado

0 2B-35

pela primeira vez nos anos 6 e confirmadao postefriormente por Nutiall et al

%37 Tem sido sugerido que essa estimulagdo se deve a um aumento de
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langamento de secretagogos origindrios do trato gastrintestinal®. Outro trabalho
sugere que esta liberagdo de insulina pelas células pancreaticas 8 se deva a um
aumento da atividade do acldo tricarboxilico e do consuma de axigénio promavide
por alguns aminodcidos presentes na proteina, em especial a leucina®.

A consegiliéncia disso é que no musculo cardiaco, ocorre uma relagéo
inversa entre a agdo da atividade da enzima glicogénio sintase e o contelido de
glicogénio, sendo que o maior conteldo de glicogénio pode ter ocorrido pela agéo
exclusiva da insulina®. As taxas de acimulo do glicogénic no coragéio podem ser
aumentadas mesmo sem haver elevagio na captagfo de glicose, desde gue um
combustivel alternativo esteja disponive!l para permitir o redirecionamento da
glicose para a enzima glicogénio sintase, mecanismo este que é importante para
manter e repletar o glicogénio miocérdico durante e apés o exercicio®. A
conversio do glicogénio de volta para glicose pelas células do figado e a liberagdo
do produto no sangue ocorrerd quando os niveis de insulina circulantes forem
diminuidos.

A inducdo do aumente de alividade da enzima glicogénio sintase pela
insulina ocorre mediante o deslocamento da relagdo entre a forma “I" {ativa) e o
nivel de glicogénio nos tecidos™, pois a insulina aumenta os nivels de glicose-6-
fosfato, diminuindoe a inibicdo da enzima glicogénio sintase por ATP, ADP e P;. A
glicose-6-fosfato, por sua vez, ativa a forma “I" através da transformacao da forma
“D"em "I".

Outro estudo observou que a adicéo de proteina do soro do leile ao

suplemento de carboidrato, resultava em aumento do estoque de glicogénio
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muscular durante um periodo de recuperacédo de 4 horas, atribuindo esse efsite &
maior resposta da insulina causada pela ingestio da proteina do soro do leite”,
Com o firainamenio, as estruturas musculares passariam a consumir maior
propor¢do de aminoacidos, consequentemente poupando os estoques de
glicogénio e, aumentando a resisténcia ao esforco®'. Qutra possivel explicacio
para 0 aumento da atividade da enzima glicogénio sintase durante o tratamento
com dieta protéica é oferecido pelo aumentio da disponibilidade de precursores
gliconeogénicos provindos das protel’nass.

Porém, os resultados da Figura 2.4 indicam que a maior atividade da
enzima glicogénio sintase foi obtida para 0s animais :com a dieta a base de
caseina, ao contrario do ocorridoc com o0s animas com dieta hidrolisada. Se
realmente a maior atividade da enzima glicogénio sintasa nos animais alimentados
com caseina do presente trabalho se deve a uma agio da insulina, seria possivel
encontrar uma maior concentragdo deste hormédnio nesses animais, Coerente com
a possibilidade de que o consumo do hidrolisado resulte em aumento da
insutinemia, van Loo et al. (2000)*® encontraram concéntragbes plasmaticas de
insulina 25% malores em pessoas alimentadas com beliidas & base de proteinas

hidrolisadas do que em pessoas alimentadas com caseina.

e Glicogénio fosforilase
Nos dadas sobre a glicogénio fosfarilase apresentados na Figura 2.5, pode-
se observar um aumenio na atividade devido ao treinamento, sempre que os

animais ndo foram levados & exaustdo, sendo essa afirmacdo vélida para todas as
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dietas. Por sua vez, pode ser notado também um efeite do tipo de dieta na
resposta na atividade da enzima, mas somente para os animais treinados.
(a) (b)

125

1 4

T TX

Figura 2.5 - Atividade da enzima glicagénio fosforilase miocardica dos grupos

experimentais: {a) ireinado e sedentario. (b) treinado-exaustc e sedentario-exausto {c) treinado e

treinado-exausio. {d) sedentario e sedentdrio-exausto, nas dietas caseina, [ |isolado &
B hidrolisado. Médias de 3 animais.
Valores: média * erro padrédo. L etras mindsculas diferentes representam diferenga

significativa entre as dietas e dentro de cada grupe de atividade. As mailsculas se referem as

diferengas entre os niveis de atividade fisica (p< 0,05).
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bga

Apds um periodo de recuperéééaIr.i:-2:';r:10ras, pés—exaustéo (Figura 2.5-b),
as diferencas de atividade regisiradas entre as dietasqi {p=0,07) ndo mostraram
significAncia pelo critério padrdo, porém, evidencio%p-se que o treinamento
produziu uma ativagio de mais do que 100% da glicogik%nio fosforilase, sugerindo
uma adaptagéo didria do organismo ao exercicio rotineirb moderado. Uma vez que
no animal treinado ou sedentério, quando submetido a exaustédo, os niveis de
atividade voltam a se adaptar a um estado de baixo eslz:nque de glicogénio, para o
gual a fosforilase ndo é mais exigida. Comparados c:om os dados obtidos por
Kondrat'ev et al {2005)*, os valores aqui relatados Qé.éo da mesma ordem de
grandeza. .

Segundo Adolfsson et al (1972)%, a insulina dumenta a quantidade de
glicose-6-fosfato que, por sua vez, reduz a atividad;ie da enzima glicogénio
fosforilase por diminuir a converséo, da forma B da enziéma para A (ativa), atravésg
do AMP. Os valores de atividade enzimética enconitrados para a glicogénio
fosforilase podem entdo ser relacionados com a previiséo e/ou manutencio do
nivel de exercicio, de tal forma que a atividade da enzimia glicogénio fosforilase se
ajuste & utilizagdo do glicogénio, em fun¢do das variag:i()es na disponibilidade de
outros substratos energéticos, como 0s Acidos graxos";”. As correfagbes opostas
da atividade da enzima glicogénio sintase e fosforilasé com a concentragdo de
glicogénio sugerem que mudancas na atividade des%sas duas enzimas sejam
dependentes das mudancas na concentragdo de incogé‘%nio: com um aumento nos
estoques de glicogénio opera-se uma inibig&o na ativida;ade da sintase e estimula-
se a fosforilase. Isso é compativel com 0 mecanismo db requlacdo mediado pela

mobilizagda de glicose ¢ glicogénio®.
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2.4 Conclusao

Os resultados das atividades enziméticas da glicogénio sintase e 1a
glicogénio fosforilase mostraram que, enquanto o treinamento fisico sistematico e
moderado teve influéncia no sentido de aumentar a atividade da fostorilase para o
organismo enfrentar um maior dispéndio previsivel de glicogénio, as dietas néo
tiveram qualquer influéncia sobre esta varidvel. Houve, porém, efeito da dieta
elaborada com o hidrolisado para os animais sedentarios, no sentido de aumentar
a atividade da sintase, quando estes foram submetidos a exaustdo. Esse aumentoe
se refletiu em maiores estoques do glicogénio miocérdico. Resta saber se no
tempo zero da recuperagéo dos exauridos, ou seja, no final da exaustioc, seria
possivel observar algum outro efeito da dieta que explicasse os resullados de
experiéncias anteriores que mostram um diferencial vantajoso nas reservas de
glicogénio muscular esquelético, tanto no final da exaustio, quanto durante a tase

de recuperacéo.

A atividade da enzima glicogénio sintase induzida pela dieta com o isclado
mostrou tendéncia a ser menor do que aquela induzida pela caseina e, até pelo

hidralisado, com excegfo dos grupos sedentario e treinado.

Passadas 24 horas desde o final da exaustdo, as reservas de glicogénio no
tecido do miocardio também nio revelaram diferengas entre as dietas, exceto para
0 caso dos animais sedentirios que consumiram o hidrolisado e foram
posteriormente submetidos a .exaustéo. Estes animais mostraram maiores
reservas de glicogénio do que todos os demais grupos, provavelmente devido a

ativagdo da sintase, acoplada a uma diminuicdo da fosforilase. Aumento da
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atividade da sintase foi de fato confirmada no grupo sedéntério-exausto, a0 passo
que diminuigio da atividade da fosforilase se confirmouiem todos os grupos que

passaram pela exausifo.

Finalizando, as diferencas observadas no me1al:;£olismo do glicogénio do
miocardio, face as altera¢des provocadas na proteina dai dieta e o exercicio fisico,
ndo revelam que, apds 24-h de recuperacdo da e)(aI.EJSIE-lO, o hidrolisade seja
responsével por incrementar os estoques de glicogéniij no miocardio, seja por
aumento da sintese ou poupancga da hidrélise, de forma iaméloga ao anteriormente
relatado para o musculo esquelético {gastroecnémio) do !;rato, nem nas atividades
das duas principais enzimas que regulam os estoques d;bsta reserva energética e

nem na atividade da enzima creatina quinase.

i



Capitulo 2

2.5 Referéncias

1) MCARDLE, W.D.; KATCH, F.I.; KATCH, V.L. Fisiologia do Exercicio: energia,
nutricio e desempenho humano. Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan,

1998.

2) SALWAY, J.G. Metabolism at a glance. London: Blackwell; Oxiord: Four

dragons, 1994.

3) TAEGTMEYER, H.. Glycogen in the heart — an expanded view. Journal of
Molecular and Cellular Cardiclogy; v.37, n.1, p.7-10, july 2004.

4) NIELSEN, J.N.; WOJTASZEWSKI, F.P. Regulation of glycogen synthase
activity and phosphorylation by exercise. Proceedings of the Nutrition Society,

v.63, n.2, p. 233-237, may 2004.

5) ZAWADZKI, K.M.; YASPELKIS, B.B.; IVY, J.L. Carbohydrate-protein complex

increases the rate of muscle glycogen sorage after exercise. Journal of Applied

Physiology, v.72, n.5, p.1854-1859, may 1992.

8) IVY, J.L.; et al. Early postexercise muscle glycogen recovery is enhanced with
a carbohydrate-protein supplemente. Journal of Applied Physiology, v.93, n.3,

p.1337-1344, march 2002

7) SGARBIERI, V.C. Propriedades fisiolégicas-funcionais das proteinas do soro de

leite. Bevista de Nutrigde, v.17, n.4, p.397-409, dezembro 2004.

71



Capitulo 2

8) PIMENTA, F.M.V., et al. Physical performance of exercising young rais fed
hydrolysed whey protein at & sub-optimal level. International Dairy Journal, v.186,
n.9, p.984-991, september 2006.

9) MORIFUJI, M.; SAKAI, K.; SUGIURA, K. Dietary whgy protein modulates liver
glycogen level and glycoregulatory enzyme activies in exercise-trained rats.

Experimental Biology and Medicine, v.230, n.1, p.23—3b, january 2005.

10) REEVES, P.G.; NIELSEN, F.R.; FAHEY Jr., G.C. AIN-93 Purified diets for
1aboratory rodents: final report of the American Institute of Nutrition Ad Roc writing
Committee on the reformulation of the AIN -76 rodent diet. The Journal of

Nutrition, v.123, n.11, p.1939-1951, november 1993,

11) PELLET, P.L.; YOUNG, V.R. Nutriticnal Evaludtion of Protein Foods.
Tokyo: The United Nations University; 1980.

12) AOAC. Official Methods of Analysis, 15th ed. Association ot Official

Analytical Chemists, Washington, DC; 1990.

13) ADLER-NISSEN, J. Determination of the degree of hydrolysis of food protein
hydrolysates by frinitrobenzesulfunic acid. Journal ofl Agricultura! and Food

Chemistry, v.27, n.6, p.1256-1262, november 1979.

14) ATHERTON, H.V.. NEWLANDER, J.A. Chemistly and testing of dairy

products. 4¢ edicdo. AVI Publishing Company, Inc. Westport, Connecticut; 1981.

18) SMOLKA, M.B., et al. HSP72 as a complementary pfmecﬁon against oxidative

stress induced by exercise in the soleus muscle of rats. American Journal of



Capitulo 2

Physiolagy; Regulatory Integrative and Comparative Physiology, v.279,

p.R1539-1545, november 2000.

18) LO, S.; RUSSELL, J.C.; TAYLOR, AW. Determination of glycogen in small
tissue samples. Journal of Applied Physiology, v.28, n.2, p.234-236, february

1970.

17) CHILDRESS, C.C.; SACKTOR, B. Regulation of glycogen metabolism in insect
flight muscle. Journal of Biology Chemistry, v.245 n.11, p.2927-2936, june

1970.

18) PASSONNEAU, J.V.; LOWRY, O.H. Enzymatic Analysis: a practical guide.
Human Préss: Totowa, NJ, 1993, p.264-271.

19) HULTMAN, E. Studies on muscle metabolism of glycogen and active
phosphate in man with special reference to exercise and diet. Scandiﬁavian

Journal of Clinical and Laboratory Investigation, v.19, n.84, p.1-63, 1967.

20) CARDINET, T.G.H. Skeletal muscle function. In: Kaneko, J.J.; Harvey, J W ;
Bruss, M.L. Clinical Bilochemisiry of demestic animals. 5" ed. London:

Academic Press, 1997, p.407-440.

21) KURATA, M.; et al. Correlation among clinicopathological parameters of
myorcardial damage in rats treated with isoproterenol. Experimental Animals,

v.56, n.1, 57-62, january 2007.

22) TASS!, EM; AMAYA-FARFAN, J.; AZEVEDO, |.R.M. Hydrolysed a-
lactalbumin as a source of protein to the exercising rat. Nutrition Research, v.18,

n.5, p.875-881, may 1998.

73



Capitulo 2

23} FREMINET, A.; et al. Comparison of glycogen storg in two strains of rat and
guinea-pig under fed and fasted conditions. Comparative Biochemistry and

Physiology part A: Physiology, v.79, n.1, p.53-59, january 1984,

24) AOYAMA, Y.; et al. Activities of some regulatory enzymes of carbohydrate
metabolism in the liver of rats fed a histidine-ex¢ess diet. Comparative
Biochemistiry and Physiology part A: Physlology; v.104, n.2, p.381-388,

february 1993.

25) VAN LOO, L.J.C; et al. Maximizing postexercise muscle glycogen synthesis:
carbohydrate supplementation and the application of amino acid or protein
hydrolysate mistures. American Journal of Clinical Nutrition, v.72, n.7, p.106-

111, july 2000.

26) YORK, J.W.; PENNEY, D.G.; OSCAI, L.B. Effects of physical training on
several glycolytic enzymes in rat heart. Biochimica et [Biophysica Acta, v.381,

n.1, p.22-27, january 1976.

27) MORIFUJI, M.; et al. Dietary whey protein increases: liver and skeletal muscle
glycogen levels in exercise-trained rats. British Journal of Nutrition, v.93, n.4,

p.439-445, april 2005.

28) PALLOTTA, J.A.; KENNEDY, P.J. Response of plasma insulin and growth
hormone to carbohydrate and protein feeding. Metabolism, v.17, n.10, p.2801-908,

october 1968.

29) RABINOWITZ, D.; et al. Patierns of hormonal relealse after glucose, protein,

and glucose plus protein. Lancet, v.2, p.454-456, 1966.

74



Capitulo 2

30) FLOYD, J.C.Jr.; et al. Stimulation of insulin secretion'by aminoacids. Journal

of Clinical Investigation, v.45, p.1487-1502, 1966.

31) FLOYD, J.C.Jr.; et al. Evidence that insulin release is the mechanism for
experimentally induced leucine hypoglycemia in man. Journa! of Clinical

Investigation, v.42, p.1714-1719, 1963.

32) FLOYD, J.C.Jr; et al. Secretion of Insulin induced by amino acids and glucose
in diabetes mellitus. Journal of Clinical Endocrinology Metabolism, v.28, n.2,

p.266-76, february 1968.

33) FLOYD, J.C.Jr.; et al. Synergistic effect of essential amino acids and glucose

upoﬁ insulin secretion in man. Diabetes, v.19, p.109-115, 1970.

34) FLOYD, J.C.Jr.; et al. Synergistic eftect of certain amino acid pairs upon insulin

secretion in man. Diabeties, v.18, p.102-108, 1870.

35) FAJANS, §.5.; et al. The experimental induction in man of sensivity to leucine

hypoglycemia. Journal of Clinical Investigation, v.42, p.216-229, 1962.

36) NUTALL, F.Q.; et al. Effect of protein ingestion on the glucoese and insulin
response 10 a standardized oral glucose load. Diabetes Care, v.7, n.5, p.465-470,

1984.

37) NUTTALL, F.Q.; et al. Plasma glucose and insulin profiles in normal subjects
ingesting diets of varying carbohydrate, fat, and protein content. Journal of the

American College of Nutrition, v.4, n.4, p.437-450, august 1885.

75



Capitulo 2

38) VAN LOON, L.J.C.; et al. Plasma insulin responses .li:mer ingestion of different
aming acid or protein mixtures with carbohydrate. Amer{ican Journal of Clinical

Nutrition, v.72, n.7, p.96-105, july 2000. i

39) ADOLFSSON, S.; ISBAKSSON, O HJALMARSON,]O.A. Effect of insulin on

glycogen synthesis and synthetase enzyme activily inf the perfused rat heatt.

Blochimica et Biophysica Acta, v.279, n.1, p.146-156, ]!quary 1972.

40) LAUGHLIN, M.R.; et al. Non-glucose substrates incre%se glycogen synthesis in
vivo dog heart. American Journal of Physiology, v.26r2, n.1, p.H217-H223, july

1994,

41) BERGSTROM, J.; HULTMAN, E. A study of the gly}:ogen metabolism during
exercise in man. Scandinavian Journal Clinical Labore*tory Investigation, v.19,
p.218-228, 1967. |

42) KONDRAT'EV, B. Y.; et al. Metabolic alterationis in rat myocardium In

experimental acute atrial fibrillation. Bulletin of Exderimental Biology and

Medicine, v.140, n.4, p.397-399, 2005.

43) HARGREAVES, M. Skeletal muscle carbahydrate me%tabolism during exercise.
IN: Exercise Metabolism, M. Hargreaves ed., Humanl Kinetcs Publishers Inc.,

Champaign, 1985, p. 41-72.

76



Capitulo 3

Atividade enzimatica da pepsina e perfusdo de peptideos através
do estomago de ratos Wistar alimentados com proteina pré-

hidrolisada do soro de leite

Enzymatic activity of pepsin and peptide perfusion from the stomach of

Wistar rats fed prehydrolyzed whey protein

Carvalho, |.R. '

(1) Departamento de Alimentos e Nutri¢do, Faculdade de Engenharia de

Alimentos, Universidade Estadual de Campinas. Caixa Postal 6121,

CEP 13083-862, Campinas, SP, Brasil.

1



Capituio 3

RESUMO

As proteinas sfo importante fonte de energia para o organismo humano e se
recomenda que contribuam com cerca de 15% do valor calérico total. As proteinas
do soro do leite sfo ricas em aminodcidos indispensaveis, principalmente os de
cadeia ramificada. O abijetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da tonte
protéica utilizada na dieta {isolado ou hidrolisado do soro de leite; GH 11%) em
pardmetros de exausto, atividade enzimatica da pepsina e perfusdo de peptideos
através da parede estomacal de ralos machos Wistar, divididos em quatro grupos
(n=10), a saber: sedentario (8), sedentario-exausto (SX), treinado (T), e treinado-
exausto (TX). O ensaio biologice teve duragfo de 42 dias, sendo que o
treinamento foi realizado durante quatro semanas em esteira rolante. Na exaustio,
foi possivel observar que os animais previamente ireinados tiveram maior
resisténcia & exaustdo, independenie da dieta recebida. Avaliando ¢ efeito das
variaveis na pepsina, notou-se que, allernativamente, o treinamento ocu o
hidrolisadoe, aumentam a atividade péptica, enguanto a exaustao a diminui. Para o
animal que recebeu somente treinamento, essa diminui¢do ocorreu independente
do tipo de dieta, enquanto, para o sedeniario, obviamente, a diminuicdo se
regisirou, 48 horas mais tarde, apenas no animal que recebia o hidrolisado (HSX).
A perfusdo de peptideos foi avaliada em estémagos de ratos que tinham sido
alimentados com o isolado ou o hidrolisado. Apds duas horas de incubagio
estomacal, o perfil eletroforéticc do contelldo remanescente mostrou maior
quantidade de picos (peptideos) quando o hidrolisado foi o material infundido

(grupos 8X e TX). Ja no perfusado externo, ndo foi possive!l a detecgéo de picos.
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Em relagdo ao branco (infusdo de agua destilada), obs

Frvou—se que neste havia

alguns picos que podem corresponder a pepiideos oriundos do proprio estdmago,

nos conteldos interno € externo, um achado que mered

se investigacdo. Quanto g

produgdo de aminodcidos livres durante a incubacdg, o grupo S apreseniou

valores mais elevados para todos 0s aminoacidos do que 0% outros irés grupos

experimentais. Avatiando o perfil aminoacidica no perfuslado externa do grupo TX,

infundidos com isolado e hidrolisado, néo foi possivel
aminoAcidos através da parede estomacal, com exceg
gue se apreseniou em quantidade notavelmente elevac
se que o consumo do hidrolisado pode mostrar um
pardmeiro tempo de exaustdo, em relacio ac isolado dc

atividade enzimatica da pepsina, néo foi influenciada

observar a passagem de
do do aminoAcido valina,
a nessa analise. Conclui-
a resposta vantajosa no
soro de leite, enquanio a

pela exaustio e sim pelo

consumo crnico de proteina hidrolisada. Nas anélises de perfusdc das proteinas

do soro do leite através do estdmago, os resultados sugs
peptidens, contendo elevada quantidade do aminodc
valina, se transfunde através da parede estomacal, eng
hidrolisado resulta em quantidade mais elevada de pe
interior do estémago, em relagdo ao isolado. Com r¢

transporte @ utilizagéo desses aminoAcidos e pepiide

srem que um peptideo, ou

do de cadeia ramificada

juanto que o consumo de
htideos ou fragmentos no

zlagdo ao mecanismo de

DS, assim como as suas

influéncias na atividade precisam ser elucidadas,

!
Palavras-chave: proteinas do soro de leite, peptideos, q

epsina, exaustio.
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ABSTRACT

Proteins are also an important energy source for the human organism and it is
recommended that thay contribute with about 15% of the total caloric value. The
milk whey proteins are rich in indispensable amino acids, mainly of branched chain
type. The objective of the 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 rais, divided in four groups
(n=10x4): sedentary (S), sedeniary-exhausted {SX), tralned (T), and trained-
exhausted {TX). The biclogical assay iasted 42 days, including four weeks for the
actual training in the treadmill. Regardless of the diet received, the trained rats
displayed a greater mean resistance to exhaustion, ihan the sedentary animals.
Evaluating the effect of the variables on pepsin, it was noted that bath training and
the hydrolyzate made the enzyme’s activity to increase, but the activity returned to
the sedentary levels 48 hours after bringing the animal to exhaustion. Such a
decrease, obviously, was evident only in the sedentary animals that were fed the
hydrolyzate and were later brought to exhaustion (HSX}. The perfusion of peptides
was evaluated in stomachs of rats that had been fed with either the isolate or the
hydrolyzate. After two hours of stomach incubation, the electrophoretic profile of
the remaining contents showed a greater amounf of peaks (peptides) in the
stomachs that were infused with the hydrolyzate (groups SX and TX). Meanwhile,
no peaks were detected in the external perfusate. From the peptide profile of the

blank infusion (distilled water), it was possible to observe, both internal and
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externally, a couple of peaks that could correspond to pepiides derived from the
very stomach tissue is something that merits further investigation. With regard to
the free amino acid production during incubation, group S exhibited the highest
values for all the amino acids. Evaluating the amino aéid profile in the external
perfusate of group TX that were infused with isolated apd hidrolisado, it was not
possible to observe the amine acids traverse the stomac;.h wall, with the exception
of valine, that was found in notably high amounts. I! can be concluded that
consumption of the hydrolyzate can elicit an advantageous response in terms of
exhaustion time, against the isolate, while the enzymatic factivity of pepsin does not
seem to be influenced by exhaustion, but by the phronic ingestion of the
hydrolyzed protein. Analyzing the perfusion of digested milk whey proteins through
the stomach, the results suggest that a peptide, or peptides, it is apparent that a
high amount of the branched-chain amino acid valine, traverses the stomach wall,
while consumption of the hydrolyzate results in higher amounts of peplides or
fragments in the interior of the stomach, in comparison o the isolate. In as much
as any mechanism of transport or use of these amino aéids and peptides, as well

as their influence on physical performance, the issue needs o be elucidated.

Keywords: whey protein, hydrolysis, peptide absorption, pepsin, exhaustion.
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3.1 Introdugao

As proteinas do soro do leite sfio altamente digeriveis e rapidamente
absorvidas pelo organismo, estimulando a sintese protéica nos tecidos ao ponto
de serem consideradas como proteinas de metabolizagfo rapida, adequadas para
situagies de estresse metabdlico em que a reposigdo dae protelnas no organismo

se torna critica’.

A digestdo de proteinas inicia-se no estdmago dos mamiferos, sob a
influéncia do acida cloridrico estomacal e a endopeptidase pepsina, que é uma
protease de atividade bastante inespecifica. Apds deixar o estbmago, as peptonas
produzidas sdo hidrolisadas pelas enzimas pancredticas e peptidases intestinais,
resultando na produgdo de pequenos peptidecs e aminoécidos livres. Os di e
tripeptideos, assim como e os aminoacidos livres podem entrar no enterdcito e
serem degradados até aminodcidos, os que por sua vez, seguem para a
circulagdo sanguinea. Alternativamente, os peplideos podem ser translocados
para o sangue, via transportadores intestinais®. No trato digestdrio dos mamiferos,
porém, pequenos peptideos sfo ainda absorvidos pelo sistema de transporie de
peptideos, acoplado ao transporte de fons H™. Sequnde Ogihara (1996)°, um meio
de transporfe, o PepT1, cotransportador de peptideo/H*, fol detectado no intesting

delgado (duodeno, jejuno e ileo), mas ndo no esdiago, estdmago, cdlon ou reto.

A atividade fisica provoca uma elevag¢do da demanda por energia no
organismo, podendo levar 2 um aumento na geracao de energia, da ordem de 120

vezes na afividade intensa. Para alcancgar tal objetivo, o organismo se vale de
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diversas estratégias e da utilizagio de diferentes substiatos energéticos, como o

sistema creatina-fostato, glicogénio e Acidos graxos® ®°.

O uso de hidrolisados protéicos tem se incremgntado recentemente, néo
somente pelas propriedades funcionais tecnoldgicas que as protefnas modificadas
conferem aos produtos industrializados, mas também pelos novos atributos

relacionados & fisiologia animal.

O presente trabalho teve como objetivo verificar a resposta do tecido
estomacal do rato jovem ao consumoe de dieta contend@ proteina isulada do sorp
de leite e seu proteolisado enzimatico parcial, em coml:ibinagéo com um protocolo
de exercicio fisico em esteira. Utilizando-se para tantq;; da analise da atividade
enzimatica pepsina e pela determinagéo do perfil eletrq:)forético e cromatogréfica
dos peptldeos e aminoacidos livres injetados no estdmago do animal e coletados

do lado externe da parede estomacal.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Ensaio bioldgico

Teve a duragfo total de 42 dias e foram utilizados 80 ratos machos da
linhagem Wistar SPF (specific-pathagen free), recém-desmamados, com 21 dias e
pesando = 45g, procedentes do Centro Multidisciplinar de Investigagbes Biologicas
(CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas. O experimento foi aprovado
pelo Comité de Etica na Experimentagiic Animal (CEEA)-IB, Unicamp, sob

protocolo n® 841-1/2005.

Na primeira fase do ensaio (7 dias) feram mantides em gaiolas individuais
em laboratdrio de crescimento, com ciclo claro-escure e temperatura amhiente de
20 + 2°C. Neste periodo de adaptagéio, os animais foram alimentados com dieta

comercial ndo purificada, da marca Labina (Purina do Brasil), e 4gua ad libitum.

Utilizaram-se grupos de 10 animais divididos em 8 diferentes tratamentos
de treinamento e dieta (Figura 1). As dietas experimentais oferecidas foram
elaboradas canforme AIN 93-G®, exceto a proteina, que f{oi no teor de 12%’, com
substituicdo da caseina 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¢ semana foi de adaptacdo as dietas experimentais (hidrolisado [H] e isolado [1]).
Nos trés ultimos dias dessa adaptacgéo, foi realizada a coleta das fezes e urina, em
gaiolas metabdlicas, para verificar o consumo e a excrecdo da dieta oferecida,

através da determinagéo do nitrogénio pelo método de Kjedah!®.
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30
animais
40 40
Dieta Dieta
Isolado Hidi‘olisads
20 . 20 20 i 20
treinados sedentarios treinados sedentarios
16 19 18 10
- treinados - sedentarios | treinados | sedentarios
exanstos exaustos exanstos exaustos
16 10
10 10 L] L.p]
L L . .
treinados sedentarios tremad]los sed entirios

Figura 3.1. Esquema da divis@o dos animais por dieta & tipo de atividade fisica

O grau de hidrélise do hidrolisado do sore do leite utilizado na preparagéo
da dieta foi de ~11%, sequndo determinagio pelo ﬂnétodo do TNBS (acido
trinitrobenzencsulfénico), o qual quantifica 0 aumento de grupos amina priméarios

por ensaio espectrofotométrico, segundo Adler-Nissen (1979)°.

O perfil aminoacidico das fontes protéicas: utilizadas nas dietas

experimentais foi determinado par cromatografia tiquida'®".
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3.2.2 Treinamento e Teste de Exaustdo

Tendo em vista que o metabolismo pode ser alterado pela dieta e pelo nivel
de atividade fisica, e o objetive era avaliar o efeito da dieta no desempenho fisica,
foi necessario entdo infroduzir o fator treinamento. A atividade fisica iniciou-se,
apos o periodo de adaptacéo & dieta, onde os trés grupos de 40 ratos, separados
em fungéo da dieta e do tipo de treinamento, foram transferidos para laboratério
de bioguimica do exercicio, onde foram mantidos em gaioias coletivas {5 animais).
Os grupos de animais treinados eram levados diariamente para a sala de exercicio
fisico em esteira, durante as quatro semanas. Q treinamento consistiu inicialmente
em um teste de aptiddo fisica minima, antes de serem definidos em grupos de
treinados e sedentarios. Esse teste teve duracdo de 5 minutos a uma velocidade
de 10m/min, terminando com a excluséo dagueles animais que tiveram dificuldade

em aceitar o exercicio.

A esteira rolante que € composta de uma plataforma inclindvel, dotada de
um choque elétrico na exiremidade da partida para evitar a interrupgcéo da
atividade fisica. O treinamento foi realizado sempre no periodo da manha, de
segunda a sdbado, seguindo a mesma seqiiéncia de animais. A duracdo do
treinamento foi de 28 dias, sendo que os 7 primeiros serviram come adaptagio ao

exercicio fisico.

O grupo de animais treinados seguiv um protocolo de treinamento,
adaptado de Smolka et al (2000)"?, onde a adaptacio ao exercicio foi feita de

forma que nos dois primeiros dias, a rotina consistiu em corrida a 10m/min,
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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 duragdo de jmais 21 dias, durante os
quais, na primeira semana, os animais alcangaram a velocidade de 15m/min, por
40 minutes. Na segunda semana, 25m/min, correndo |por 50 min e na dltima

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

No final do treinamento, os grupos escolhidog (quatro grupos de 10
animais) para exaustio foram submetidos & prova, cofrendo na velocidade de
25m/min, até atingirem 32,5m/min. O tempo de exaulstéo foi determinado no

momento em que o animal ndo conseguia mais se afasta} do choque elétrico.

3.2.3 Sacrificio dos Animais

Ao término da exaustdo, amostras de sangue caqldal foram extraidas para
determinagfo do lactato sérico e os animais deixados emi repouso de 24 horas. No
dia seguinte, todos os animais foram sacrificados po:P decapitacio, sendo as
estdmagos coletados e armazenados em nitrogénio 1|’iquid0, até realizacdo da
andlise, exceto para as determinagdes de perfusdo de ‘pepﬁdeos e aminoacidos

livres, que foram realizadas imediatamente apds o sacrifi;bio dos animais,
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3.2.4 Determinacées

a) Atividade da Pepsina (Hemoglobina como Substrato)

Segundo o método de Anson {1938)'%, que utiliza a hemogiobina como
substrato, as amostras de estémago (25 mg) sdo homogeneizadas com tampéo
fosfato (pH 6,9). A partir desse ponto, foi seguida a metodologia descrita e as
absorbancias foram lidas contra Agua desionizada em espectrofotdmetro
Beckman-Coulter DU-64G, a 280nm. Sendo a concentragdo de produtos
hidrolisados peta pepsina proporcional a absorbincia do sobrenadante, foram
utilizadas solu¢des-padrdo de pepsina, com concentracbes conhecidas, para a
construcdo de uma curva de calibragdo e a atividade enzimatica da pepsina,

calculada em equivalentes de 1x10® mol de tirosina.

b) Aminoacidos e Peptideos no Estomago

Conforme método adaptado por Brennan et al (1975)", 0 estdmago, apds
ser retirado do animal, fol mantido em solugéo tampéo a temperatura de 37°C.
Este drgdo teve suas aberturas vedadas com barbante, apés o qual foi injetado
um mlL da solucdo de proteina em teste (isolado ou hidrolisado do soro de leite)
em Agua desionizada, na concentragédo 37,5 mg/mL. O érgéo foi mantido em
solucéon tampéb (20 mL), em banho, por 2 horas para simular condigbes
fisiolbgicas. Em seguida, os liquidos, inierno e externo foram coletados e
armazenados em freezer {(—18°C) para analise posterior em eletroforese capilar e

cromatografia liquida.
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e FEletroforese Capilar

Os perfis eletroforéticos foram determinados por eletroforese capilar, em
sistema eletrolitico apropriado’™®. As amostras foram di;!uidas em agua ultra-pura
e homogeneizadas, filtradas em membrana de acetato céalulose 22 um e injetadas
durante 7s, com pressé@o de 40 mBar, usando capilar deisilica fundida (51,5 om x
75 um, d.i.). A solugdo de eletrdlitos de corrida usada foiifosfato de sédio 900 mM,
pH 1,85 e fluxo de corrente do catodo para o 4nodo. Entrie as andlises, o capilar foi
pés-condicionado com 1,5 min de agua e 1 min de solué:éo de hidroxido de sddio
1N e mais 2 min de agua. Em seguida, foi passado tampiﬁio de corrida por 2,5 min.
As corridas foram realizadas em etetrofaretagrafo Hewlefid Packard-3DCE (Agilent,
Waldbronn, Alemanba), na temperatura de 30°C, com 1ebséo mantida em 25,5 kV

e a absorbancia monitorada em 1921 nm.
e Aminodcidos Livres por Cromatografia Liquida
|

Para a anadlise aminoacidica do conteldo dos liguidos internos e

externog'®"’

, O input e output foram primeiramente éhidrolisados com &acido
claridrico 6M, a 1102C, com protecdo de fenol, durante 24 horas. Os aminoacidos
produzidos foram reagidos com fenilisotiocianato (PITC],gseparados por HPLG em
fase reversa, detectados e guantificados pela sua absor;béncia UV, a 254nm, em
cromatégrafo Thermo Separation Products-Pickeringi (EUA), adaptado. A
quantificagio foi feita por calibrag¢éo interna muiti-nivel,i com auxilio do 4cido a-
aminobutfrico (AAAB) como padrdo interno.
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Em seguida, as amostras foram desproteinizadas corn metanaol 99% (grau
HPLC), na proporgido de uma parte de metano! para uma parte de amostra e
depeis centrifugada. Os aminoacidos dissolvidos no sobrenadante foram reagidos
com fenilisotiocianato (PITC), ¢ separados por HPLC em fase reversa, sendo a
detecglo efetuada em 254 nm e a quantificacdo realizada por calibragdo interna

multi-nivel, com auxilio do acido a-aminobutirico (AAAB), como padréio internoc.
» Peptideos por Cromatografia Liquida

O procedimento cromatografico para mensuracdo dos peptideos fol
realizado de forma andloga & descrita no item anterior, usando coluna Luna 5u Cqq
(100um), 250 x 4,6mm |.D. A separacéo fol obtida mediante o uso de gradiente
linear entre uma fase A mdvel (Acido-agua trifluoracético, 0,11%), e fase B {0,1%
acido trifluoracé_tico, em acetronitrila ¢ dgua — 60:40). O fluxo fei de 1mLi/min, o
gradiente de acetronitrila de 1,2%, com a temperatura na coluna em 30°C, e a

detecgdo em UV, a 254nm’®,

3.2.5 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo e
submetidos a andlise estatistica usando o programa SPSS {Statistical Package for
Social Science) para ambiente Windows, versde 15.0, onde as diferengas entre
médias foram avaliadas, usando o teste de Tukey, com nivel de significdncia p<

0,05.
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3.3 Resultados e Discussfao

o Peso dos animais e exaustio

O peso dos animais foi acompanhado duranie todo o experimento. Os raios
eram pesados a cada dois dias em balanga eletrénicp, antes de receberem o
treinamento ¢ a dieta do dia. O ganho de peso total méd:il'o em 42 dias nos grupos
que consumiram dieia com isolado foi 184,47 £ 3,27 g e 199,77 + 3,28 g, para 0s
grupos que consumiram o hidrolisado do soro de leilie. Esses valores medios

foram estatisticamente diferentes (p= 0,002).

Findo o protocolo de treinamento, os animais do?s grupos TX e SX, foram
submetidos & exaustdo e, 24 horas mais tarde, sacriﬁcajidos, rendendo os tempos
de exaustfo registrados na Figura 3.2. Pode ser ob%servadn gue o grupo TX
rendeu tempos significativamente superiores aos enconl%rados para os grupos SX,
independente do tipo de dieta, obviamente mostrandoé o efeito do treinamento.
Houve superioridade numérica do tempo médio de e:i-:austéo dos animais que

consumiram o hidrolisado, com relacéo aos que receberém o isclado.

Entretanto, como aparece na Figura 3.2, os anfimais gue consumiram 0
hidrolisado mostraram média numericamenie maior de @resisténcia & exaustdo do
que as que congumiram o isolado, embora a diferenca niﬁo tenha sido considerada
como significativa (p=0,13). Ou seja, o consumo do] hidrolisado resuliou em
aumento da resisténcia & exaustdo dentro do mesmo lhs’vel de atividade apenas

em termos absolutos. Trabalho anterior realizado por Pimenta et al (2006)'° havia

verificado gque o consumo da proteina hidrolisada donferia um desempenho
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superior em termos dos tempos de exaustdo, em comparacéo & proieina intacta
do soro de leite (156118 e 60+13 min, respectivamente); resultados esses
préximos do encontrado nesse trabalho para o grupo HTX (121x14 min) (Figura
3.2). Ja Bejma (2000)*® analisou o tempo de exaustdo e outros pardmetros em
ratos adultos jovens (8 meses) e adultos idosos (24 meses) da linhagem Fischer
que praticaram atividade fisica em esteira rolante e verificou que os ratos adultos
jovens, correndo a 25m/min, atingiram a exaustio em 55,4+2,7 min, enquanto os
ratos idosos, a 15m/min, conseguiram alcangar 58,0+2,7 min. Pode-se notar que a
préatica de atividade fisica reguiar leva ao retardo da fadiga, guando analisado em

ratos jovens.

I:I"I"snlado W Hidralisado

160 -
140
120 - a A
100 4
80 aB
60 -

ah

abB

Tempo {min}

TX SX

Figura 3.2. Médias de tempo de exaustdo {(minutos) nos grupos experimentais submetidos
a prova. Letras miniisculas diferentes representam diferenga significativa entre as dietas e dentro
de cada grupo de atividade. As mailsculas se referem as diferengas entre os niveis de atividade

fisica (p = D,13). Médias (+ erro padrao) de 10 animais.
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« Atividade enzimatica da pepsina

Os resultades encontrados neste trabalho (Figura 3.3) sio superiores aos
relatados por Coppi, Bonardi e Gaetani (1971)7, que. mostraram atividade de
pepsina de 27,5 * 1,7 mg tirosina/g N em ratos Sprague-Dawley, com peso de
160-170g. J& os valaores relatados por Di Palma et al (1991)* para atividade de
pepsina na mucosa gastrica de humanos (criangas e adultos), mostrou valores
superiores no corpo do estdmago em relagdo ao antro, sendo o valor mais alto

encontrado de aproximadamente 450 IU/mg proteina.

A atividade enzimalica da pepsina apresentou diferenca significativa
somente entre os grupos sedentdrio e sedentario-exausto (HS e HSX), gue
consumiram dieta com hidralisado do soro de leite como fonte protéica. Os auiros
grupos apresentaram resuliados semelhantes entre si, considerando o critério
padrido de significAncia. Entretanto, seria meritério e cientificamente estimulador
definir um critério arbitrario de significAncia mais amplo, nesie caso, tendo em
vista o valor da probabilidade encontrada (p=0,086), assim como a variabilidade e a

heterogeneidade de resposta dos animais.

N&o ha divida de que o consumo crénico da proteina pré-hidrolisada
promove uma tendéncia a incrementar a atividade da pepsina nos animais
sedentdrios e de que este aumento & perdido rapidamente apos a exaustio fisica.
De forma semelhante, a exaustio também parece ter sido responsivel pela

reducdo da atividade nos animais treinados.
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O Isclado M Hidrolisado
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Figura 3.3. Média da atividade enzimatica da pepsina em mg tirosina/g nitrogénio nos
grupos experimentais. Letras mindsculas diferentes representam diferenga significativa entre as
dietas e dentro de cada grupo de atividade. As mailsculas se referem as diferengas entre os niveis

de atividade fisica (p = 0,06). Médiazs {% erro padrio) de 3 animais.

s Composicdo de aminoacidos

A composigio aminoacidica das fontes protéicas utilizadas nas dietas
experimentais administradas aos animais durante 0 ensaio biolégico estd na
Tabela 3.3, onde se pode notar que, em relago 4 recomendacio do FNB/IOM
(Food Nutrition Board/Institute of Medicine)®™, as quantidades de aminoscidos
presentes nas duas fontes protéicas séo inferiores, exceto em isoleucina, leucina,
lisina, treonina e valina. A combinag&o dos aminoacidos fenilalanina+tirosina

mostrou-se limitante nas fontes protéicas.
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Tabela 3.1. Comparacdo dos Aminodcidas Indispensdveis e
Condicionalmente Indispensavels das Fontes Protéicas Utilizadas nas Dietas

Xperimentais com mg/g proteina
Experi i FNBAOM? (mg/ ina)

Aminoacidos/
Fontes Protéicas Isolado Hidrolisado - FNB/IOM
His 10,340,15 11.210,46 18,0
lle 57,10,60 47,7£219 25,0
Lau 122,540,681 104,0+4,20 | 55,0
Lis 103,5+0,84 89,6+4,06 51,0
Met + Cys 27,4511 12 16,744,35 25,0
Phe + Tyr 37 810,86 37,854 61 47,0
Thr 45,740 42 41,0+0,26 25,0
Trp 3.0x0,03 2,7+0,03 7.0
Val 50,8+0,17 47,741 .82 32.0

Onde: His: histidina; lle: isoleucina; Leu: leucina; Lis: lisina; Met + Cys: metionina + cisteina; Phe

+Tyr= fenilalanina + tirosina; Thr: trecnina; Trp: triptofano; Val: valina.

Valores: média {n=3) + erro padrio.

Tendo em vista a superioridade das proteinas experimentais no contetido
de muitos dos aminoacidos indispensaveis, foram feitas analises para verificar se
essa seria mantida apés o treinamento dos animais. Além dos aminodcidos, tanto
totais quanto livres, foram feitas também andlises de peptideos, a fim de verificar a

presenca desses no conteddo estomacal.
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e  Resultados eletroforéticos

Para avaliar a presenca de peptideos nos contelldos interno e externo dos
estébmagos que foram infundidos com o isolado e o hidrolisado neste experimento,
fol ulilizada a técnica de eletroforese capilar, a qual apresenta como uma das suas
vantagens analiticas sobre a cromatografia a sua maior eficiéncia®. Comparando
os eletroferogramas obtidos para os animais do grupo sedentario-exausto, cujos
estomagos foram infundidos com cada uma das fontes protéicas, nota-se uma
diferenca entre perfil obtido para o isolado (ISX - Figura 3.4) e o do hidrolisado
(HSX — Figura 3.5). O primeiro demonsira uma quantidade menor de picos
(peptideos) no conteldo interno (a) do que quando o material infundido foi o
hidrolisado. O conte(ido externe, em ambos os casos, ndo apresentou quantidade

perceptiveis na dilui¢do de trabalho (b}.
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Figura 3.4 Perfil eletroforético do grupo ISX (estdbmagos de animais sedentarios-exaustos que
tinham consumido dieta com isolado e receberam infusfo do isolade). Eixo x & 0 tempo em minutos

e ¥, mili-unidades de absorbéncia, sendo (a) conteiido interne; {b) perfusado externo.
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Figura 3.5 Perfil eletroforético do grupn HSX {estdmagos de animais sedentarios-exaustas que
tinham consumido dieta com hidrolisado e receberam infuséo do hidkolisado). Eixo x & o tempo em

minutos e y, mili-unidades de absorbéncia, sendo (a) cante(de interno; (b) perfusado externc.

E pertinente lembrar que os resultados apresentados nesta e nos
elefroferogramas seguinies referem-se aos residuos dé uma proteina inteira ou
pré-hidrolisada que tinha permanecido no interior do ;estc‘)mago durante duas
haras; isto é, os picos corresponderiam a produtos da: hidrdlise estomacal que
permaneceram no interior do 6rgdo. Considerando gue cada estdmago foi
infundido com o mesmo tipo de proteina que foi consumida durante cinco
semanas, e que os estdmagos do grupo I1SX continham menor concentragéo de
peptideos, apds duas horas de incubacgéo, os resultadosg sugerem gque 0 consuma

da proteina inteira induziu maior atividade péptica latenteino estémago.

Ja no grupo treinado e submetido a exaustdo (TX), pode-se observar a
incidéncia de uma dupla de picos, em torno dos 10 minutos, para as duas dletas, |
e H (Figura 3.6 (a) e Figura 3.7 {a)). Estes picos, porém, estava em maior

cancentracdo quando os animais consumiram dieta com hidrolisado. No perfusado
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externo ao estdmago, novamente, ndo houve quantidade suficiente para detecgéo

de peptideos em ambos 08 grupos.
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Figura 3.6 Perfil eletroforético de grupo ITX (estdbmagoes de animais treinados-exaustos que tinham
consumido dieta com isolado e receberam infusdo do isolado). Eixo x é o tempo em minutos e ¥,

mili-unidades de absorbéncia, sendo {a) conteldo interno; {b) perfusado externo.

Considerando que a quantidade de fragmenios ou peptideos encontrados
no interior destes estdbmagos fol menor do que no caso dos animais sedentarios,
os resultados s3o0 consistentes com a observacdo feita acima, de que o
trelnamento promove maior atividade enzimatica digestiva do gue o sedentarismo.
Ainda, como conseqliéncia logica, as alturas dos picos sugerem novamente que o

consumo crénico do hidrolisado resulta em menor atividade enzimatica.
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Figura 3.7 Perfil efetroforético do grupo HTX (estdmagos de animais treinados-exaustos que
tinham consumido dieta com hidrolisado e receberam infusio do hidfolisado), Eixo x é o tempo em

minutos & y, mili-unidades de absorbancia, sendo (a} contelidc int;erno; (b} perfusado externo

Comparando o perfil eletroforético do contelido interno do estdmago de
cada um dos grupos (Figuras 3.4-a, 3.5-a, 3.6-a ¢ 3.7-#) com o branco, gue foi
obtido utilizando apenas agua destilada em lugar da suspensdo protéica,
chservam-se alguns picos que pedem corresponder a peptideos oriundos do
préprio estdmago. Com relagio ao fluido externo (Figuré 3.8-b), no branco houve
a ingidéncia, préxima dos 9 minutes, de uma dupla de p:icos que ndo foi possivel

visualizar nas ovutras amostras.
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Figura 3.8 Perfil eletroforético dos fluides obtidos, apds dgua destitada ter side infundida no
estédmago {branco), sendc (a) conteldo interno; {b} fluido externo.  {O eixo do tempo x é em

minuios e a altura dos picos y. em mili-unidades de absorbéncia).

Foram apresentados somente os resultados dos eletroferogramas dos
grupos TX e SX, pois os outros grupos ndo apresentaram picos passiveis de

serem comparados.

» Resuitados cromatograficos

Na determinagdo de amincdcidos por cromatografia liquida obtiveram-se os
perfis de aminodcidos totais e livres do malerial infundido; isto &, perfis das
proteinas incompletamente digeridas e perfis das mesmas, porem, totalmente
hidrolisadas. Com esses dados foi possivel distinguir entre o que era peptideo e o
que era aminoécido livre no material infundido e perfusado. O valor de
aminoacidos livres foi subtraido do aminoacido total e feita a correcéo dos valores
pela diluigdo das amostras (4x) e, em seguida, descontado o valor do branco de

cada um, j4 que esse representa um aminoécido proveniente do animal.
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O contelido de aminoéacidos livies dos quatro grupos experimentais que
foram alimentados com e cujos estdmagos receberam infusfio do hidrolisado,
estdo na Figura 3.9, onde se pode notar que o grupo sedentdrio apresentou
valores mais elevados em todos os aminoacidos livres, seguidos daqueles
treinados e submetidos A exaustio, mastrando ainda gque o nivel de alividade

fisica em pouco interfere nesse aspecto fisiolégico do estémago.
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Figura 3.9 — Perfil de aminogcidos livres do conteddo interno do estGmago de ratos gue receberam
a dieta com e a injecao do hidrolisado do soro de leite, segundo a sua distribuigio por grupos de

atividade flsica.

Os valores de aminoAcidos totais e livres do contéldo internc do estémago
dos animais gue receberam a infusdo de hidrelisado do soro de leite, estdo na

Figura 3.10. E possivel notar que todos os valores dos amino4cidos totais estéo
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mais elevados por causa da liberagido de aminoacidos, ccorrida durante a hidrélise
acida de proteinas e peplideos que estavam presentes, junto com alguns

amincacidos livres.

B Aas Totais O Aas Livees

g das/ 100 g amostra {iguida estomacal)

Asp Gln Ser Gly His Arg Thr Ala Pra Tyr Val Met Cys lle Leu Phe Lis

Figura 3.10 — Perfil de aminoécidos totais € livres do contelido interno do
estémago de ratos que receberam dieta com e inje¢éo do hidrelisado do sore de feite,

pertencentes ac grupo TX.

Na Figura 3.11, o perfil aminoacidico enconirado no contetdo externc do
estdbmago, mostrou que, apds duas horas de incubagdo, havia uma baixa
quaniidade de aminoécidos fora do orgéo, sugerindo que ndo ocorreu passagem
significativa de aminoécidos através da parede estomacal, o qual @ consistente
com a n#o-existéncia de um cotranportador nesie oOrgdo, conforme exposto
anteriarmente®. Porém, excecéo deve ser feita para o aminoicido valina, que se
apresentou em quantidade notavelmente elevada por ocasido da determinagdo de

aminoicidos totais. Os aminodcidos livres sdo imperceptiveis na figura.
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g aas/ 100 g amostra {liquido estomacal}
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Figura 3.11 - Perfil de aminoacidos totais e livres do perfusado externo do estdmagoe de ratos gue

receberam infusdo de suspensdo com hidrolisado do sore de leite do grupo TX.

Um aminograma semelhante a Figura 3.10 fol obtido com a infusdo de

isolado do soro de leite, Figura 3.12, onde observa-se que apéds hidrdlise total

todos os valores dos aminodcidos aumentaram.

g aas/ 100 g amostra (liquido estomacal)
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Asp GIn Ser Gly His Arg Thr Ala Pro Tyr Val Met Cys lle Leu Phe Lis

Figura 3.12 - Perfil de amino&cidos totais e livres do conteldo interno do estdmago de ratos gue

receberam infusfio de suspensio com isolado do soro de lsite do grupo TX.
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Na Figura 3.13 obtida com a infusdo do isolado, também se registra a
presenca de quantidade elevada de valina, agora, com relagdo A proteina intacta.
Este fato, ndo encontrade na literatura, pode ser um aqhado importanie, pois
mostra ser uma caracterfstica das proteinas dos soro e revela a passagem de
peptideos contendo elevados teores do aminoacido de cadeia ramificada, valina. A
presenca de peptideos ricos em valina, e n&o valina na forma livre, no
liquido externo (perfusado) ao estémago, tanto no caso do isolado,

quanto do hidrolisado, causou iniriga e € assunto que deverd ser objeto

de pesquisa futura.

’_‘l Aaz Totais @ Aas Llwes i

g aas/ 100 g amostra (liquido estomacal)

0- T - - |.-|"——r_‘—|—|-‘-“'r' "_F-_FL_F-_FLF‘-""TL
Asp GIn Ser Gly His Arg Thr Ala Pro Tyr Val Met Cys lle Lleu Phe Lis

Figura 3.13 - Perfil de amino4cidos totais e livres do perfusado externo do estdmago de ratos que

receberam infusdo com suspenséo do isolado do soro de leite do grupo TX.

Em carater exploratério, o residuo do material infundido nos estdémagos
foi analisado com relacdo a seus aminoacidos. No caso do residuc do

isolado, nédo houve aminoacidos livres deiectados. Ja no caso do
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hidrolisado enzimatico, houve uma quantidade de aminoacidos livres e
ainda muilos peptideos. Apos hidrdlise Acida desse material refirado dos
estdmagos registraram-se um aumento no petdil de amincacidos e, a
diferenga para mais, foi calculada e se enconira no grafico da Figura
3.14. E pertinente  mencionar aqui que o hidrolisado enzimatico =se
apresenta como um material insolivel em meio aquoso e a sua extragdo para

anélise é limitada.

m Hidrolisado Dlsolado

0,8 -

0.6 -

0,4 '

- |

0 N S B BN N

Asp GIn Ser Gly His Arg Thr Ala Pro Tyr Val et Cys lle Leu Phe Lis

g aas/100 g amostra

Figura 3.14 — Valores de aminoacidos do conteldo interno do estérnago de ratos que receberam

injegdo de solugdo com hidrolisade ou isolado do soro de leite do grupo TX.

Pela comparagdo visual da absorvabilidade do isolado, em relacde ao
hidrolisado, pode se afirmar que este Gltimo pode contribuir mais
profusamente a translocacéio de peptideos para o meio seroso due o
isolado. A avaliacdo do efeitc ou vantagem fisiolégica de se ingerir a

proteina previamente hidrolisada, porém, ndo foi completa devido &
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impossibilidade de comparar o efeito do fireinamento, separadamente do

efeito da dieta neste processo da absorgdo estomacal de peptideos.
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3.4 Conclusao

Diante dos resultados apresentados & possivel concluir gue o consumao de
hidrolisado do soro de leite apresenta uma resposta numericamente vaniajosa
para o animal freinade, no que diz respeito & chegada da exaustfio, embora as
médias estatisticas ndo tenham sido significativamente diferentes (p=0,13} entre a
dieta preparada com o isolado (proteina Intacta) e aquela com o hidrolisado. O
grau de variagdo {CV = 11,5% para os treinados e 21,6% para os sedentarios)
entre as respostas, porém, continua sendo um fator que talvez pudesse ser
minimizado trabalhando com animais selecionados especificamente para o
exercicio fisico. Devido 4s adaptagdes fisioldgicas préprias do exercicio, os
animais que foram submetidos a treinamento prévio, obtiveram desempenho
expressivamente superior agueles que permaneceram sedentarios até o momento
de serem submetidos a exaustdo. A atividade enzimatica da pepsina parece ter
sido estimulada medianie uma combinagdo do consumo crdnico do hidrolisado,

mas desestimulada pela exausto.

Apds duas horas de perfusdo ex-vivo dos estdmagos para estudar o
impacto do consumo da proteina pré-hidrolisada na capacidade digesiiva, a
analise de peptideas por eletroforese capilar deixou clara a presenga maior de
fragmentos ou peptideos no inierior do estdmago dos animais que tinham
consumido o hidrolisado durante cince semanas, em relagéo aos que consumiram
a proteinz intacta, significando a instalagéo de uma atividade digestiva atenuada
no animal que se alimentou com proteolisado. As implicagbes, tanto negativas

como positivas, dessa adaptagido fisioldgica ndo podem ser avaliadas nesie
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momento, mas elas ndo mosiraram diferenga no crescimento do animal e, ainda,
poderiam ter aplicacdo no tratamento de anormalidades de hipersecrecdo de

sucos gdstricos.

Evidéncias foram apresentadas de que existe, ao menos, um peptidec que
se transfunde através da parece estomacal, com caracteristicas de alto conteldo
do aminodcide de cadeia lateral ramificada, valina. O fato de ndo terem sido vistas
grandes quantidades de picos nos perfusados externos, independente da dieta
consumida ou da proteina infundida, poderia ser interpretado como indicagdo de

uma baixa translocacéio de peptideos.

Conclui-se que, apesar da presenga de aminoicidos e peptideos no
conteldo estomacal dos animais, ndo é possivel afirmar se estes seriam
adequadamente transportados e se haveria um bom aproveitamento pelo
organismo. A influéncia da atividade fisica nesses pardmetros também nédo pode

ser afirmada, necessitando assim de estudos futuros.
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Conclusio Geral

Contudo, diante dos resultados encontrados no presente trabalho, pode-se
conclulr gue, as diferengcas observadas no metabolismo do glicogénio do
miocardio, na interagédo fonte protéica da dieta e exercicio fisico, ndo revelaram
que o hidrolisado seja responsavel por incrementar os estoques de glicogénio nem
na atividade enzimatica das duas principais enzimas que regulam os esioques
desta reserva energética no miocardio (glicogénio sintase e fosforilase), e nem na

atividade da enzima creatina quinase no miogéardio.

Também se conclui que, no pardmetro exaustio, ocorre uma maior
resisténcia a fadiga e desempenho superior no exercicio, quando ha treinamento
prévio, e que a atividade enzimdtica da pepsina parece ter sido estimulada pela
combinacdo do consumao cronico do hidrolisado, mas sem interferéncia da
exaustido. Com relaco aos peptideos e aminoacidos livres, foi notada a influéncia
da dieta, no qual é possivel afirmar que eles estdo presentes em.maior quantidade
no estémago quahdo ocorre 0 consumo de hidrolisado do soro de leite ¢ também,
evidéncias indicam que ocorre transfusdo do aminodcido de cadeia ramificada
valina através da parede estomacal. Porém, nido se pode afirmar que esses
peptideos € aminodcidos encontrados no estdmago seriam adequadamente
transportados e se ocorreria um bom aproveitamento pelo organismo,

necessitando assim de estudos futuros.
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