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RESUMO

GASPARETTO, D. Efeito do consumo de hidrolisado do soro de leite no metabolismo
energético e no estado redox de ratos sedentarios e exercitados. 2011. Dissertacao
(Mestre em Alimentos e Nutri¢do) - Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas.

As proteinas do soro de leite possuem alto valor nutritivo, sendo, portanto, extensamente
estudadas em diversas areas do saber. A equipe do Laboratério de Fontes Protéicas vem
estudando a associacdo entre o consumo do hidrolisado de proteina do soro de leite e seus
efeitos bioldgicos e nutricionais, em varios niveis de atividade fisica. Seu consumo tem
sido associada a diminuicao do estresse metabolico, reducao nos niveis de lactato, aumento
das reservas de glicogénio muscular, maior estabilidade da albumina sérica e melhora nos
tempos de exaustdo do animal treinado. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do
consumo do hidrolisado de soro de leite no estado metabdlico redox do rato e na utilizagao
de lipideos pelo organismo como fonte de energia durante a atividade fisica. Ratos Wistar
machos foram divididos em 3 grupos de dieta: Padrao (AIN 93-G, dieta elaborada com
caseina), Controle (AIN 93-G, elaborada com concentrado de proteinas do soro de leite) e
Experimental (AIN 93-G, elaborada com hidrolisado de proteinas do soro de leite). Cada
dieta foi subdividida em 4 grupos (n=7): sedentarios, sedentarios-exaustos, treinados e
treinados-exaustos. O hidrolisado apresentou maior poder antioxidante in vitro, do que o
concentrado e trés fragdes do soro, a-lactalbumina, B-lactoglobulina e albumina sérica
bovina. O consumo das proteinas do soro de leite, hidrolisadas ou ndo, aumentou a
concentracdo de triptofano no sangue ¢ de BCAAs livres no musculo, além de 10 outros
aminoacidos analisados. Porém, reduziu o nivel de alanina aminotransferase sérica. A
enzima também teve sua concentracao reduzida pelo treinamento fisico enquanto que a
exaustdo aumentou-a. Contrariamente, o exercicio continuo aumentou os niveis de acidos
graxos livres séricos, ao passo que a exaustao os diminuiu. Ambas as variaveis, por sua vez,
elevaram ndo somente a temperatura muscular, mas também o nivel de 15 aminoacidos
musculares livres e a concentracdo de triacilglicerdis séricos. O treinamento possibilitou
que os animais treinado-exaustos apresentassem tempos até a exaustdo mais longos que os
sedentarios-exaustos. A exaustdo também aumentou a concentracao de nove aminoacidos
séricos (dentre eles BCAAs, Ala e GIn). O treinamento, bem como a exaustao e a dieta ndo
interferiram na expressao dos genes PPAR a, PPAR o, PGC 1a, CPT 1B e miostatina no
musculo. Nao foram constatadas alteracdes no consumo, peso do tecido adiposo, lactato
sanguineo, glutationa reduzida, além dos parametros séricos: creatinina, aspartato
aminotransferase, albumina, corticosterona e acido urico. Os resultados deste trabalho
sugerem haver poucas diferengas entre as dietas formuladas com proteinas do soro de leite.
Porém, eles também sugerem que o nivel de atividade a ser empregado em ensaios
biologicos deva ser criteriosamente definido.

Palavras-chave: Proteina do soro de leite. Hidrolisado. Exercicio fisico. Expressdo génica.
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ABSTRACT

GASPARETTO, D. Effects of the intake of hydrolyzed whey proteins on energy
metabolism and the redox state of sedentary and exercised rats. 2011. Dissertation
(Master on Food and Nutrition) — School of Food Engineering, University of Campinas.

There is extensive research on whey proteins because of its particularly high level of
nutritive value. The Protein Sources Laboratory team has studied the relationship between
the intake of hydrolyzed whey protein and its biological and nutritional effects at several
levels of physical exercise. It has been observed that time to exhaustion is improved, serum
lactate levels and metabolic stress are reduced, muscle glycogen stores are increased, and
serum albumin levels are preserved. This work aimed at assessing the effects of consuming
the hydrolyzed whey proteins on the metabolic redox state and the utilization of lipids as
energy during physical exercise. Male Wistar rats consumed 3 diets: Experimental (AIN
93-G, prepared with hydrolyzed whey protein), Control (AIN 93-G, prepared with
concentrate whey protein) and Standard (AIN 93-G). Each diet was further grouped into 4
cases (n=7): sedentary, exhausted-sedentary trained and exhausted-trained. The
hydrolyzed whey protein presented a greater antioxidant effect in vitro, than the concentrate,
and its main protein components. Both the hydrolyzed and unhydrolyzed whey protein
increased the tryptophan blood concentration as well as the free BCAA muscle
concentration, in addition to ten other amino acids. Moreover, it reduced the serum alanine
aminotransferase level. Physical training also reduced its concentration, whereas exhaustion
increased it. On the other hand, continuous physical exercise increased free fatty acids
levels, whereas exhaustion decreased it. Moreover, both variables increased not only the
muscle temperature but also 15 muscle amino acids levels as well as the triacylglycerols
levels. Training led to longer time to exhaustion of the trained-exhausted than to sedentary-
exhausted. Exhaustion also increased the concentration of nine serum amino acids (among
them BCAAs, Ala e Gln). Both training and exhaustion, and diet had no affect on the gene
expression of PPAR o, PPAR o, PGC 1a, CPT 1B and myostatin in the muscle. No effect
was observed for food intake, adipose tissue mass, blood lactate, reduced glutathione as
well as serum parameters: creatinine, aspartate aminotransferase, albumin, corticosterone,
uric acid. These findings indicated that there are few differences between the whey-protein
based diets. However, they do point out that some level of activity should also be taken into
account during the biological experiments.

Key words: Whey protein. Hydrolyzed. Physical exercise. Gene expression.
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INTRODUCAO

O Guia Alimentar da Populacao Brasileira recomenda trés por¢des diarias de leite
e destaca este alimento como sendo a melhor fonte de calcio na alimentacdo (BRASIL,
2006), além de boa fonte de vitaminas (especialmente riboflavina) e proteinas. Estas
ultimas sdo consideradas de alto valor biologico por apresentarem boas quantidades de
aminoacidos essenciais. As proteinas do leite se dividlem em duas classes: insoluveis
(caseina) e soluveis (proteinas do soro de leite). A caseina compde 80% das proteinas do
leite (MADUREIRA et al., 2007), sendo o restante composto pelas proteinas do soro de
leite, também conhecidas por whey protein.

O soro de leite ¢ o liquido translucido formado a partir da precipitacao da caseina,
seja por redugdo do pH ou por agdo enzimatica, como por exemplo, durante a producao de
queijos. A descoberta das suas propriedades nutricionais elevou seu conceito de subproduto
a co-produto na fabricagdo de queijos, inclusive na melhora de qualidade de outros
produtos (HOFFMAN, FALVO, 2004; MARSHALL, 2004).

No soro estdo presentes varios tipos de proteinas: B-lactoglobulina, a-lactalbumina,
imunoglobulinas, albumina sérica bovina, lactoferrina bovina e lactoperoxidases
(MADUREIRA et al., 2007; SGARBIERI, 2004). A B-lactoglobulina ¢ a proteina mais
abundante no soro de leite bovino, representando cerca de 58%, seguida pela a-
lactalbumina, compondo 20%.

No mercado atual, j& dispomos as proteinas do soro de leite como ingredientes de
alguns géneros alimenticios (por exemplo, bebidas lacteas e leites achocolatados), onde sdo
amplamente usadas como agente de textura (formacdao e estabilidade de espuma,
emulsificagdo, geleificagdo) e antioxidante. Na forma de suplemento (forma purificada em
po) estdo sob varias apresentacdes (produtos instantaneos, sem lactose, enriquecido com o-
lactalbumina). Neste caso, conforme o grau de purificagdo da proteina do soro, ¢ possivel
obter o concentrado (WPC) — com teor de proteinas entre 35 e 80% — e o isolado protéico
(WPI) — teor de proteinas > 90% (MADUREIRA et al., 2007; MARSHALL, 2004). Pode
ser encontrado também na forma de hidrolisado (WPH), no qual as proteinas do WPC estao
degradadas a peptideos de diversos tamanhos, conforme o grau de hidrolise.

As proteinas do soro de leite excedem as recomendagdes para quase todos os

aminoacidos essenciais (SGARBIERI, 2004). Essa caracteristica torna o produto atrativo
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para esportistas e atletas, além dos ja documentados beneficios a atividade fisica
(PIMENTA et al., 2006; MORIFUIJI et al., 2005a; MORIFUIJI, SAKAI SUGIURA, 2005).
Sabe-se que em academias de gindsticas, o consumo de suplementos nutricionais ¢ relatado
por 24% a 60% dos frequentadores (GOSTON; CORREIA, 2010; HIRSCHBRUCH;
FISBERG; MOCHIZUKI, 2008; PEREIRA; LAJOLO; HIRSCHBRUCH, 2003), sendo
que as proteinas do soro de leite se destacam entre os produtos hiperprotéicos.

Diante desses atributos, as proteinas do soro de leite tém sido exaustivamente
estudadas em varias aplicacdes, seja em atividade imunomoduladora, agdo antimicrobiana e
antiviral, atividade anticarcinogénica, efeito protetor do sistema cardiovascular, acdo contra
ulceras, além de atividade antioxidante (MADUREIRA et al., 2007; SGARBIERI, 2004).
J& na Grécia antiga, Hipocrates conhecia os beneficios a satde trazidos pelo soro de leite e
este era usado como ingrediente de pogdes revitalizantes e para curar doencas, além de
afrodisiacos, durante a Idade Média (KOSIKOWSKI, 1982).

Tais atividades bioldgicas das proteinas do soro e seus peptideos derivados, a
rapida expansdo do mercado de alimentos funcionais e a demanda crescente pelos
consumidores de proteinas de alta qualidade, combinados, tornam atrativo o
desenvolvimento de produtos funcionais a partir de das proteinas do soro de leite e suas
fracdes (McINTOSH et al., 1998). Para tanto, pesquisas devem ser realizadas para formular
e respaldar evidéncias cientificas para a alegacdo de propriedades funcionais, conforme
solicitado nas resolugdes 18 e 19, pela legislagao vigente (BRASIL, 1999).

Cabe ressaltar que, embora este trabalho trate do consumo das proteinas do soro de
leite hidrolisadas, aliado a atividade fisica, a exaustdo ¢ aqui utilizada como um exemplo de
situacdo catabdlica. No entanto, ndo devemos extrapolar os conhecimentos gerados em
outras situacdes catabolicas, como caquexia/cancer, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), sepse, envelhecimento, queimaduras, doencas
inflamatorias. Contudo, o conhecimento a respeito do consumo das proteinas do soro de
leite hidrolisadas associado ao exercicio fisico, sobre o aumento da taxa de utilizagdo dos
lipideos como fonte energética, pode originar interesse no estudo do controle dos niveis

corporais de lipideos, a exemplo da obesidade e dislipidemias.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PROTEINAS: DEFINICAO, FUNCAO, CLASSIFICACAO

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes em nosso organismo, sendo
o principal componente estrutural e funcional das células. Sdo moléculas complexas,
compostas em grande parte por nitrogénio, carbono, oxigénio e hidrogénio, e que possuem
os aminoacidos como unidade funcional. Esses aminoacidos se unem covalentemente por
ligagdes denominadas peptidicas (ou aminoacidicas), formando pequenas moléculas (< 100
aminodcidos) chamadas peptideos, ou estruturas maiores (>100 aminodcidos), as chamadas
proteinas (McARDLE; KATCH; KATCH, 2008).

No organismo e nos alimentos, as proteinas e aminoacidos desempenham
numerosas ¢ variadas fungdes. Agem na fungdo estrutural e contratil, nas proteinas de
transporte; e como catalisadores biologicos (enzimas), hormonios e antigenos/anticorpos,
além da funcdo nutricional (SGARBIERI, 1996). Sendo assim, sdo fundamentais no
crescimento e renovacdo de tecidos, na sustenta¢do, permitem a movimentacdo € a
contracdo, sdo moléculas de transporte de nutrientes, compdem o sistema imune, € sdo
fontes de energia, embora esta ndo seja sua principal fungao.

Como o organismo ¢ incapaz de sintetizar alguns aminoacidos, esses devem ser
fornecidos pela dieta e, portanto, sdo chamados essenciais. A quantidade desse tipo de
aminodcido ¢ um dos parametros utilizados para classificar as proteinas em alto (carnes,
leites, ovos) ou baixo valor nutricional (feijdo, soja, ervilhas, cereais) dos alimentos. Varias
técnicas sao utilizadas para analisar a qualidade nutricional das proteinas, diferenciando-se
por: a) métodos quimicos e/ou bioquimicos, como escore quimico e lisina e metionina
parcialmente biodisponivel; b) métodos bioldgicos, como Balanco de nitrogénio, Quociente
de Eficiéncia Protéica (PER), digestibilidade e biodisponibilidade; c¢) métodos
microbiologicos, como a elaboragdo de curvas de crescimento em funcdo da concentracao

do aminoacido essencial (SGARBIERI, 1996).
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1.2 PROTEINAS DO SORO DE LEITE

As proteinas do soro de leite excedem as recomendagdes para quase todos os
aminoacidos essenciais, exceto aromaticos, como fenilalanina e tirosina, os quais apenas
atendem as recomendacgdes. Apresenta, também, altas concentracdes de triptofano, cisteina,
leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2004). Ha e Zemel (2003) destacam, ainda, que a
proteina do soro de leite € rica em glutamina.

A B-lactoglobulina, fragdo mais abundante das proteinas do soro de leite bovino,
tem peso molecular de 18 kDa e duas pontes dissulfeto internas e um grupo tiol livre
(UNIVERSITY OF GUELPH), o que lhe confere resisténcia a acdo de acidos e enzimas
proteoliticas presentes no estdmago, sendo, portanto, absorvida no intestino delgado. E a
fragdo que apresenta maior teor de aminoacidos de cadeia ramificada (DE WIT, 1998).

A o-lactoalbumina, outra fragdo de destaque na composicdo do soro de leite
bovino, tem peso molecular de 14,2 kDa, contém 8 grupos cisteina, todos envoltos por
ligagdes dissulfeto, e quatro residuos de triptofano (UNIVERSITY OF GUELPH). E de
facil e rapida digestdo e contém o maior teor de triptofano (6%) entre todas as fontes
protéicas alimentares (MARKUS; OLIVIER; DE HAAN, 2002).

Cerca de 10% das proteinas do soro de leite sdo representadas pela albumina sérica
bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) um peptideo de alto peso molecular (66
kDa), rico em cisteina (aproximadamente 6%) e relevante precursor da sintese da glutationa
(DE WIT, 1998).

As imunoglobulinas constituem de 10 a 15% das proteinas do soro de leite. Essas
glicoproteinas destacando-se na fun¢do imunomoduladora, sendo a principal componente a
IgG (SGARBIERI, 2004; LONNERDAL, 2003).

Outras fragdes, ja em quantidades bem menores, sao de lactoferrina,
lactoperoxidases, glicomacropeptideos.

Uma caracteristica que distingue as proteinas do soro de leite ¢ sua capacidade de
elevar rapidamente os niveis de aminoacidos no sangue (BOIRIE et al., 1997), em
comparagdo as caseinas, o que lhes rendeu a denominagdo de proteinas rapidas (ou fast
metabolizing proteins). Isso se deve a rapida digestdo dessas proteinas no estomago. Como
resultado da aminoacidemia, também ocorre mais prontamente a absor¢do desses

aminoacidos pelo musculo, o que possibilita o estimulo a sintese protéica. Este quadro ¢
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muito adequado em situagdes de estresse metabolico, no qual a reposi¢do de proteinas pelo

organismo se torna emergencial (SGARBIERI, 2004).

1.3 HIDROLISADOS PROTEICOS

A hidrolise de uma substancia pode ser realizada por uso de 4cidos e bases, porém
o emprego de enzima ¢ preferido para obtencdo de hidrolisados protéicos com aplicacdo
nutricional, pois além de produzir hidrolisados com perfil peptidico mais bem definido,
preservando a forma L-aminoacidos, ndo produz substancias toxicas e D-aminoacidos
(LAHL; BRAUN, 1994).

O grau de hidrdlise, definido como a porcentagem de ligacdes peptidicas rompidas
dura a reacdo de hidrolise, ¢ um fator fundamental que ird definir as caracteristicas do
produto hidrolisado. Esse, por sua vez, ¢ dependente das condigdes de reacdo, como a
concentragdo de substrato, a relagdo enzima/substrato, o tipo de enzima, o tempo de reagao,
temperatura, pH e outras condi¢des fisico-quimicas (BENITEZ; IBARTZ; PAGAN; 2008).
Outros fatores sao a sequéncia de aminoacidos e a estrutura tridimensional da proteina, que
alteram a sensibilidade ao ataque proteolitico e, portanto o tipo de peptideos formados. As
proteinas do soro, tendo estrutura globular, sdo de dificil acesso para as enzimas, porém a
desnaturacdo prévia (por aquecimento, por exemplo), pode melhorar a digestibilidade das
proteinas do soro (BENITEZ, IBARTZ, PAGAN, 2008).

Hidrolisados protéicos apresentam uma vasta aplicacao, como fortificagdo protéica
em bebidas especiais, ingrediente pré-digerido para nutricdo enteral ou parenteral,
composto peptidico para beneficios fisiologicos, ingrediente de meio de cultura celular e
componente de cosméticos e produtos para cuidados pessoais (FITZGERALD; O’CUINN,
2006). Outra razao ¢ que em hidrolisados protéicos apresentam diversas caracteristicas
funcionais potencializadas, como baixa viscosidade, maior capacidade de agitagdo e alta
solubilidade.

A elaboragdo de produtos hidrolisados permite a produg¢ao de um alimento capaz
de ser absorvido pelo intestino, sem depender de digestdo prévia no estomago. A
quantidade de peptideos bioativos gerados durante a digestdo em adultos ¢ provavelmente
muito baixo para induzir efeitos significantes, especialmente para fins terapéuticos.
Entretanto, peptideos bioativos concentrados podem ser produzidos em escala comercial,

por meio do uso de hidrolise enzimatica e tecnologias de separacao (GAUTHIER;
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POULIOT; SAINT-SAUVEUR, 2006). A absor¢ao de proteinas hidrolisadas, compostas
principalmente por di e tripeptideos, ocorre mais rapidamente que absor¢do de aminoacidos
livres (SILK; CHUNG; BERGER, 1979), devido a um sistema especifico de transporte.
Nos hidrolisados protéicos, as principais proteinas usadas sdo as do leite
(CLEMENTE, 2000). Embora os hidrolisados sejam muito usados na nutri¢do clinica,
como no tratamento de fenilcetontiria, alergia alimentar, doengas hepaticas (CLEMENTE,
2000), eles possuem caracteristicas desejaveis para atletas que desejam maximizar o

fornecimento de aminodcidos para o musculo (MANNINEN, 2004).

1.4 ATIVIDADE FiSICA

As atividades fisicas, em sua maioria, englobam elementos de forca, velocidade,
duragdo e amplitude de movimentos (BOMPA, 2001). No entanto, elas diferem em
intensidade e durag¢do, embora essas varidveis sejam inversamente dependentes (SIFF;
VERKHOSHANSKY, 2004). Exercicios de alta intensidade ndo se prolongam por periodos
longos (apenas alguns minutos) sem que haja fadiga, enquanto exercicios de baixa
intensidade podem ser mantidos por horas.

Diferencas também sdo observadas nas vias metabolicas usadas
predominantemente na geragdo de energia para a realizacdo de distintos exercicios.
Algumas atividades requerem o metabolismo aerobio, outras a via anaerdbia. Existem ainda
os exercicios que alternam entre ambas as vias (BOMPA, 2001). Praticada por longo
periodo e de forma continua, a corrida ¢ caracterizada como atividade de resisténcia
aerobica. Todavia, quando a velocidade ¢ oscilante, 0 metabolismo aerdbio e o anaerdbio se
alternam para suprir a exigéncia muscular (O’BRIEN et al., 2008). A adaptagdo a atividade
fisica também influencia o substrato energético a ser utilizado. Por isso um exercicio de
resisténcia, em individuos ndo treinados, causa alto consumo de glicogénio e menor
oxidagdo dos 4cidos graxos, diferente da resposta metabolica em pessoas treinadas
(SPRIET, 2002).

Segundo Maughan, Gleeson e Greenhalf (2000), o corpo humano desenvolve
mecanismos celulares e moleculares de adaptacdo aos estimulos do durante o exercicio
fisico. Em atletas, devido a pratica diaria e constante de exercicio fisico, estes mecanismos
de adaptagdo estdo aumentados. Mudancas nos niveis de glicose plasmatica, insulina e

lactato muscular sao algumas das alteracdes metabodlicas geradas pelo treinamento, devido a
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indugdo de respostas bioquimicas e fisiologicas acima dos niveis de repouso que ele causa

(MANNINEN, 2004).

1.5 SUBSTRATOS ENERGETICOS DURANTE A ATIVIDADE FiSICA

A atividade fisica impde maior demanda de energia que o repouso. Embora o ATP
(adenosina trifosfato) ndo seja a tnica molécula de transportadora de energia, ela ¢ a mais
importante (POWERS; HOWLEY, 2005). Contudo, as células musculares armazenam
quantidade limitada de ATP. A contribuicao relativa dos distintos sistemas de transferéncia
de energia (vias metabolicas) difere acentuadamente na dependéncia da intensidade e da
duragdo do exercicio, bem como do estado especifico de aptidio do organismo
(McARDLE; KATCH; KATCH, 2008).

O exercicio de alta intensidade e curta duracdao requer um fornecimento imediato
de energia, que provém quase exclusivamente dos fosfatos intramusculares de alta energia
metabolizados anaerobicamente, ou fosfagénios, ATP e fosfocreatina (PC) (McARDLE;
KATCH; KATCH, 2008). O sistema ATP~PC fornece uma reagdo simples com uma tnica
enzima para produzir o ATP (PC e ADP, sob acdo da creatina quinase, originam ATP e
carbono) (POWERS; HOWLEY, 2005). No entanto, a continuidade de um exercicio além
de um curto periodo e a recuperagdo de um esfor¢o maximo exigem uma fonte adicional de
energia para o reabastecimento do ATP (McARDLE; KATCH; KATCH, 2008).

A energia necessaria para fosforilar o ADP durante o exercicio intenso provém
principalmente do glicogénio muscular (e/ou glicose), oriundo da glicélise anaerdbica, com
a consequente formacdo de lactato. Este, todavia, ¢ oxidado rapidamente pelas fibras
musculares com uma alta capacidade oxidativa. No entanto, quando hd um acumulo do
lactato sanguineo durante o exercicio, pressupde-se que houve uma hipoxia tecidual, uma
vez que a quantidade insuficiente de oxigénio que chega a cadeia respiratdria leva a um
excesso de fons hidrogénio, que serdo acoplados ao piruvato (piruvato + 2H' = lactato)
(McARDLE; KATCH; KATCH, 2008).

As duas vias metabolicas mencionadas suprem cerca de metade da energia para o
exercicio intenso com duragao de 2 minutos (McARDLE; KATCH; KATCH, 2008). O
restante da energia solicitada ¢ fornecido pela fosforilagdo oxidativa, uma reacao aerdbica,
na qual ocorre a oxidagao dos carboidratos, gorduras e proteinas (POWERS; HOWLEY,
2005).
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Em exercicio moderado, a energia fornecida ¢ aproximadamente igual entre
carboidratos e gorduras e, ao passar de uma hora em atividade, o catabolismo das gorduras
fornece gradualmente um maior porcentual de energia, que coincide com a deplecdo de
glicogénio. Com o treinamento, a oxidacdo dos triacilglicerois dentro do musculo ¢
aprimorada, conservando assim as reservas de glicogénio (McARDLE; KATCH; KATCH,
2008).

Sendo assim, o organismo utiliza trés principais sistemas de geragdo de energia,
necessaria para o exercicio. O primeiro € o sistema do fosfageno que armazena a energia
das ligacdes de alta energia do ATP e da fosfocreatina, ambos encontrados no interior das
fibras musculares, sendo que esse sistema permite surtos muito intensos de energia por
periodos de 10 a 15 segundos. O segundo ¢ o sistema glicogénio-acido lactico, que libera
energia pela conversao do glicogénio em acido lactico e pode suprir energia para a
contragdo muscular maxima por periodos de 30 a 40 segundos. Por ultimo, ha o sistema
aerobico, em que energia ¢ liberada pela metabolizagdo dos carboidratos, gorduras e
proteinas, com o oxigénio (GUYTON; HALL, 2006).

Embora os carboidratos e as gorduras sejam os principais geradores de energia
durante o exercicio, as proteinas contribuem com menos de 2% do substrato utilizado no
exercicio com menos de uma hora de duragdo (POWERS; HOWLEY, 2005). Este
percentual pode atingir 5 a 15% com a prolongacdo do tempo de exercicio (POWERS;
HOWLEY, 2005).

As gorduras sdao substrato energético preferencial em exercicios de baixa
intensidade. Com o maior tempo de exercicio, o gasto energético ¢ elevado e aumenta a
mobilizagdo lipidica, que estoca pelo menos 10 vezes mais energia que os estoques de
glicogénio (este possui massa e densidade energética menor que os lipideos) (BENEKE e
BONING, 2008). O aumento dos niveis de adrenalina ativa lipases que degradam
triacilglicerdis em acidos graxos livres e glicerol, em um processo chamado lip6lise. Como
consequéncia, os niveis de acidos graxos livres aumentam tanto no sangue como no
musculo, o que estimula o metabolismo das gorduras. A lipdlise ¢ um processo lento, que
acontece apos varios minutos de exercicio (POWERS; HOWLEY, 2005). O metabolismo
dos acidos graxos a partir do tecido adiposo também depende de a¢do hormonal, como da
adrenalina, noradrelina, glucagon e hormoénio do crescimento (McARDLE; KATCH;
KATCH, 2008). Os estoques de gordura utilizados como fonte de combustivel variam em

funcdo da intensidade e duragdo do exercicio. Os &cidos graxos livres plasmaticos
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(ortundos dos adipdcitos) sao a principal fonte de gordura durante o exercicio de baixa
intensidade. Quando a taxa de trabalho ¢ maior, o metabolismo dos triacilglicerdis
musculares também aumenta (POWERS; HOWLEY, 2005).

A medida que a intensidade do exercicio aumenta, ha um nivel (denominado ponto
de cruzamento) no qual a energia derivada dos carboidratos ultrapassa a das gorduras,
fazendo com quem os carboidratos sejam a fonte predominante de energia no exercicio de
alta intensidade. O ponto de cruzamento sinaliza que houve o recrutamento de fibras
rapidas (glicoliticas) e o aumento ainda mais expressivo do nivel sanguineo de adrenalina

(POWERS; HOWLEY, 2005).

1.6 AMINOACIDOS DE CADEIA RAMIFICADA

Os aminoacidos leucina, isoleucina e valina sdo designados como aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAAs, da sigla inglesa branched-chain amino acids). Eles compdem
de 15 a 20% dos aminoacidos das proteinas do musculo e fornecem até 20% de energia
para o mesmo. Esses aminoacidos sdo oxidados diretamente nos musculos periféricos,
enquanto os demais sdo metabolizados no figado. Os BCAAs atuam no ciclo da alanina-
glicose, como substratos para a producao de glicose quando os estoques de glicogénio estao
escassos (UCHIDA et al., 2008) e reduzem o tempo de recuperagdo das microlesdes
resultantes do esforco fisico. Tanto in vitro como in vivo, o fornecimento de BCAAs para o
musculo esquelético mimetiza o efeito de uma mistura completa de aminoacidos na
estimulacdo da sintese protéica (KIMBALL; JEFFERSON, 2006). Esse estimulo, in vivo,
ocorre por meio da ativagdo da etapa de ligagdo do mRNA, na fase de iniciagdo da traducao
(YOSHIZAWA, 2004). O requerimento desses aminoacidos ¢ aumentado pelo exercicio
(SHIMOMURA et al., 2004), e a sua suplementacao ¢ capaz de aumentar a fosforilagao da

05 no miisculo, um componente da via da mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos;

p7
mammalian target of rapamycin), em repouso e com exercicio de for¢a (APRO;
BLOMSTRAND, 2010). A mTOR age como regulador-chave no balango entre a sintese ¢ a

degradacao de proteinas (RAUGHT; GINGRAS; SONENBERG, 2001).
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1.7 EXERCICIO FiSICO E RADICAIS LIVRES

E bastante documentado na literatura que o metabolismo acelerado pelo exercicio
fisico eleva o estresse oxidativo (URSO; CLARKSON, 2003). De dois a 5% do oxigénio
que entra na mitocondria para o metabolismo do ATP pode escapar da cadeia de transporte
de elétrons, gerando intermedidrios instaveis, como O, e ‘OH (CHANCE; SIES;
BOVERIS, 1979). Como o exercicio aumenta a frequéncia da fosforilagdo oxidativa,
espera-se um aumento dos radicais livres. Outras etapas produtores de radicais sdo o
metabolismo da xantina oxidase e da NAD(P)H oxidase, além de vazamento de elétrons
pela alteragdo do fluxo sanguineo e no suprimento de oxigénio (perfusdo inadequada
durante o exercicio) (McARDLE; KATCH; KATCH, 2008). Esse aumento poderia
sobrecarregar os sistemas e enzimas antioxidantes do nosso organismo. No entanto, ha
visdes divergentes que afirmam que, durante o exercicio, as defesas antioxidantes normais
do organismo sdo adequadas ou aumentam concomitantemente (McARDLE; KATCH;
KATCH, 2008). Dessa forma, ndo ha um consenso sobre a orientacdo de consumo de

suplementos com efeito antioxidante para praticantes de atividade fisica ou atletas.

1.8 ACAO DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE NA ATIVIDADE FiSICA

Por serem fontes dos BCAAs, as proteinas do soro de leite sdo bastante estudadas
em relagdo ao seu beneficio para a atividade fisica. Outro motivo ¢ a possivel melhora da
capacidade antioxidante, como ja mencionado.

A equipe do Laboratdrio de Fontes Protéicas vem estudando a associacdo entre o
consumo das proteinas do soro de leite, especialmente na forma hidrolisada, e atividade
fisica, com ou sem exaustdo, em diversos parametros bioquimicos. A tabela 1 resume os
resultados encontrados em alguns desses estudos.

Ha ainda os trabalhos de Nery-Diez et al. (2010) em que também foi encontrado
maior tempo até a exaustdo nos animais alimentados com WPH, concordante, portanto,
com Pimenta et al. (2006), e parcialmente coerente com os resultados obtidos por
Bensabath (2009), uma vez que esta autora encontrou resultado positivo para o consumo de
WPH apenas no primeiro teste de exaustao.

E pertinente destacar que estes estudos diferiram em alguns quesitos que podem

ter acarretado em distintos resultados, como o grau de hidrélise do produto; a duragdo, o
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periodo de inicio e a modalidade de atividade fisica utilizada; o tempo entre exaustdo e

sacrificio dos animais; e o teor protéico da dieta.

Tabela 1. Comparacdo do efeito do consumo de dieta formulada com isolado de proteinas de soro
de leite (1), hidrolisado das prosteinas do soro de leite (H) e caseina (C), com relagdo aos parametros
fisiologicos e bioquimicos, segundo estudos anteriores da equipe do Laboratorio de Fontes
Protéicas™

. Tassi et al. Ramos Abecia-Soria Pimenta et al. Bensabath
Parametros

(1998) (2001) (2003) (2006) (2009)
Tempo de exaustao = H H'!

Insulina sérica

Glicose sérica H

1L
MM
s

Glicogénio hepatico

Glicogénio muscular H IC IH

Glicogénio do
miocardio

H

Acidos graxos livres

M1l
Ll

Triacilglicerdis IH

Colesterol total

LDL/HDL

I1f
an
I1f

Albumina sérica H

w

Proteina muscular

Proteinas séricas
totais

H
Lactato C H? =4

= representa que ndo houve diferenga significativa entre os grupos.

Lacuna em branco representa que ndo foi realizada tal andlise no experimento correspondente

H, I, C: cada letra ¢ usada para denotar a fonte protéica que apresentou o resultado considerado mais
benéfico

* Abecia-Soria (2003) e Pimenta et al. (2006) ndo apresentaram grupo controle caseina, mas
diferiram grupo treinado e grupo treinado-exausto

! na quarta semana, sendo igualados os tempos entre os grupos nas 8* ¢ 9* semanas

? para grupo treinado (analise ndo foi feita no grupo treinado-exausto)

3 a0 contrario do restante das analises, esse pardmetro foi medido logo apds a exaustio

* esse parametro foi medido antes da exaustdo

A partir dos resultados apresentados na tabela 1, vemos que os ratos alimentados
com o hidrolisado das proteinas do soro de leite apresentaram melhora no desempenho
fisico, como a maior resisténcia até chegar a exaustdo, sem, no entanto, reduzir proteinas
séricas ¢ musculares e aumentar concentracoes de lactato, o que lanca a hipotese de que

dietas elaboradas com o hidrolisado do soro de leite podem poupar a utilizagdo das
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proteinas endogenas como fonte energética, ao passo que promovem o gasto de acidos
graxos para este fim.

Ainda ndo esta claro se ha e quais sdo as alteragdes no metabolismo energético que
permitem aos animais permanecerem mais tempo em exercicio, porém estes dados em
conjunto com os de outros pesquisadores (apresentados a frente) nos levam a testar a
possibilidade de que o consumo de WPH aumente a mobilizagdo lipidica como fonte
energética e poupando a utilizacdo das proteinas endogenas.

Alguns autores ja tém procurado compreender as vias metabdlicas pelas quais a
proteina do soro de leite exerce beneficios junto ao exercicio fisico. Os autores Morifuji et
al. (2005a) encontraram que a proteina do soro de leite reduziu a atividade de enzimas
hepaticas lipogénicas, como glicose-6-fosfato desidrogenase, enzima malica, ATP-citrato
liase, acetil-CoA carboxilase e acido graxo sintetase e diminuiu os niveis de RNAm dessas
mesmas enzimas, com excec¢do da acido graxo sintetase. No musculo, a proteina do soro de
leite aumentou significativamente a atividade e a expressdo da enzima acido graxo sintetase.
Foi sugerido pelos autores que essas mudancas podem estar relacionadas a composicdo
aminoacidica da proteina do soro de leite, que pode estimular o acumulo de triacilglicer6is
no musculo para ser usado como fonte de energia, conservando a utilizacdo de glicogénio
muscular.

O mesmo grupo de pesquisadores (2005b) observou que a proteina do soro de leite
propiciou a menor atividade das enzimas hepaticas glicose 6-fosfatase (enzima responsavel
pela producao de glicose livre) e a maior atividade da frutose 1,6-bifosfatase (enzima capaz
de formar frutose 6-fosfato, em direcdo oposta a producdo de energia), o que pareceu
nortear o metabolismo para a sintese de glicogénio e ¢ condizente com a maior
concentracdo deste no tecido hepatico, obtida neste estudo. Encontraram, ainda, que a
proteina do soro de leite aumentou atividade e contetdo da ALT e manteve atividade e
quantidade equivalente da AST, bem como elevou os niveis de aminoacidos livres, como
alanina, arginina e glicina. Estes resultados sugerem uma possivel degradacdo de proteinas
musculares visto que a alanina poderia ser desaminada para fornecer esqueletos de carbono
a ser usada por via gliconeogénica.

Morifuji, Sakai e Sugiura (2005), encontraram que o consumo de proteina do soro
de leite associado a atividade fisica aumentou as concentragdes de glicogénio hepético e
muscular em ratos. Observaram, também, que a atividade da enzima hepatica glicoquinase

foi significativamente elevada, ao contrario da atividade da piruvato quinase e da 6-
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fosfofrutoquinase que foram reduzidas pela dieta contendo proteina do soro de leite, o que
poderia ter conservado a utilizacdo da glicose pela glicogendlise. Quanto as enzimas
musculares, a proteina do soro de leite aumentou a atividade total da enzima glicogénio
sintetase e diminuiu a atividade da 6-fosfofrutoquinase, podendo, alguma dessas vias, ter
resultado no aumento do glicogénio no musculo.

Recentemente, Morifuji et al. (2009) isolaram dipeptideos da WPH que continham
aminoacidos de cadeia ramificada (Ile-Val, Leu-Val, Val-Leu, Ile-Ile, Leu-Ile, Ile-Leu ou
Leu-Leu), capazes de aumentar a absor¢ao de glicose dos musculos de ratos Wistar. Os
autores concluiram que os musculos incubados com os dipeptideos selecionados tiveram
aumento no contetdo de glicogénio e também que o WPH possui peptideos bioativos, com
capacidade de elevar os estoques de glicogénio muscular. Porém os autores ndo testaram os

efeitos do consumo de WPH na utilizagdo do glicogénio, seja em repouso ou exercicio.

1.9 ACAO ANTIOXIDANTE DAS PROTEINAS DO SORO DE LEITE

Viérios sdo os trabalhos que tratam da relacao entre agdo antioxidante e o consumo
de proteinas do soro de leite, especialmente estudos in vitro. As proteinas do soro de leite
estimularam a sintese de glutationa em células PC 12 (TSENG et al., 2006) e em pacientes
infectados com o virus HIV em estado avancado (MICKE, BEEH BUHL, 2002).
Chitapanarux et al. (2009) demonstraram que suplementacao com isolado de proteinas de
soro de leite rico em cisteina reduziu a atividade da aspartato aminotranferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT), enquanto a glutationa plasmatica e a capacidade
antioxidante total foi aumentada em pacientes com esteatohepatite ndo-alcodlica.

Pefia-Ramos, Xiong e Arteaga (2004) encontraram que o poder antioxidante de
peptideos pode ser bastante variavel, dependendo da sua forma de obten¢do. Em amostras
de isolado da proteina do soro de leite e de seu correspondente hidrolisado, obtido em
laboratério experimental, obteve-se maior diminuicdo de TBARS por peptideos de maior
peso molecular (> 45 kDa), enquanto em hidrolisado comercial obteve-se melhores
resultados para as fragdes de menor peso molecular (1.5 — 0,35 kDa).

Peng, Xiong e Kong (2009) encontraram que os peptideos pequenos (0,1 — 2,8
kDa) de um hidrolisado das proteinas do soro de leite mostraram maior acdo antioxidante,

quando determinado pelo método de ressonancia de spin eletronico. Hidrolises realizadas
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com varias enzimas mostraram que a corolase-PP resultou em peptideos de a-lactalbumina
e B-lactoglobulina de melhor acdo antioxidante (HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2005).
Além de ricas em cisteina (HOFFMAN; FALVO, 2004), as proteinas do soro de
leite podem ainda fornecer dipeptideo y—glutamilcisteina, que ¢ uma fonte biologica para a
sintese de glutationa celular (BOUNOUS, 2000; BOUNOUS; MOLSON, 2003), um

potente agente antioxidante enddgeno.

1.10 EXPRESSAO DOS GENES PPAR a, PPAR §, PGC 1a, CPT 1B E MIOSTATINA

O musculo ¢ um sistema dindmico que responde ao estimulo ambiental e tem a
notavel capacidade de se adaptar rapidamente as mudangas na demanda funcional
(KOULMANN; BIGARD, 2006). A massa muscular ¢ fortemente regulada pelo balango
entre processos catabdlicos e anabolicos (AMIROUCHE et al.,, 2009). O musculo
desempenha fung¢do essencial no metabolismo corporal, interrompendo o que precede e/ou
exacerba varias doengas cronicas, como doenga coronariana, hipertensdo, obesidade,
diabetes tipo 2, cancer, depressao, osteoporose e sarcopenia. Desse modo, exercicio regular
promove efeitos positivos sobre todas essas enfermidades (YAN; LI; AKIMOTO, 2007).

O treinamento endurance regula a expressao de varios genes por meio de vias de
sinalizacdo e regulacdo de metabdlitos (KOULMANN; BIGARD, 2006). Além de
aumentar a capacidade metabolica de oxidacdo de acidos graxos e carboidratos
(TUNSTALL et al., 2002), este tipo de exercicio proporciona outras adaptagdes no musculo
esquelético, como mudanga de fibras rapidas para fibras lentas e aumento na biogénese de
mitocondrias, mais provavel por meio de orquestrados sinais de transducdo da atividade
neuromuscular do maquinario génico regulatorio (YAN; LI; AKIMOTO, 2007). A
expressao de gene especifico para o tipo de fibra e a biogénese mitocondrial sio moduladas
por contra¢do muscular acoplada por regula¢do de gene para garantir adequadas mudangas
fenotipicas que vao de encontro a carga aumentada de trabalho. A atividade de contragdo
aumentada elucida multiplos sinais traduzidos por meio de vias de sinalizacao especificas
para ativar um grande nimero de genes no miontcleo. Sabendo que alteragdes ocorridas no
metabolismo de lipideos estdo, na maior parte das vezes, relacionadas a alteracdes na
expressdo génica das enzimas regulatorias (YAMASHITA et al., 2008), logo torna-se
bastante interessante o estudo sobre o metabolismo lipidico em nivel de expressdao génica

associado ao exercicio fisico.
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Os PPARs (receptores ativados por proliferadores de peroxissoma, do inglés
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) sdo fatores de transcrigdo ativados por
ligantes, membros de uma superfamilia de receptores nucleares, que controlam o
metabolismo de 4cidos graxos e o turnover de substrato para todo o organismo
(FURNSINN; WILLSON; BRUNMAIR, 2007). Eles atuam junto com receptores X
retindide (RXRs, do inglés retinoid X receptor), formando um heterodimero que se liga a
elementos responsivos aos proliferadores de peroxissoma (PPRE, Peroxisome Proliferator
Response Elements), que estao localizados nos dominios regulatorios dos genes (BERGER;
AKIYAMA; MEINKE, 2005). A conformagdo do receptor €, entdo, alterada, de modo que
forme interagdes de alta afinidade com co-ativadores, que remodelam cromatina celular e
ativam o maquinario transcricional (DESVERGNE; WAHL, 1999).

Primeiramente, o PPAR foi identificado em camundongos (ISSEMANN; GREEN
1990), porém, logo apds, foram identificados trés tipos, em sapos do género Xenopus
(DREYER et al., 1992), e denominados por PPAR o (NR1C1), PPAR B (NRIC2), e PPAR
v (NRIC3). Os PPARs a e y foram facilmente identificados em mamiferos, enquanto o
PPAR [ nao apresentou clareza na homologia, sendo, portanto, nomeado PPAR o, PPAR
B/6, FAAR ou NUCI. Evidéncias, tais como padrdo de expressao e perfil de ligagao
farmacoldgica, demonstraram que as isoformas de sapos e mamiferos sdo homologas
(DESVERGNE; WAHL, 1999). Neste trabalho, portanto, foi utilizada a designacdo PPAR
0, pois este foi o termo obtido na busca para as sequéncias de primers, em base de dados
apropriada (para a realizagao da analise RT-PCR em tempo real).

As isoformas a e o sdo relacionadas com o aumento a expressdo de genes
envolvidos no consumo de lipideos, transporte lipidico entre os 6rgaos e metabolismo de
acidos graxos, enquanto a isoforma PPAR vy ¢ principalmente associada como ao controle
de genes envolvidos no metabolismo da glicose (KOULMANN; BIGARD, 2006). De
forma semelhante, os PPARs a e 8, mas ndo o PPAR vy, tem papel proeminente na
regulagdo do metabolismo lipidico cardiaco (GILDE et al., 2003). Assim, os PPARs estao
envolvidos nas vias metabdlicas de glicose e acido graxo e, por esta razdo, envolvidos
indiretamente na razao de utilizagao de substrato (KOULMANN; BIGARD, 2006).

A ativacdo da isoforma PPAR o esta associada com elevada expressdo de genes
envolvidos em todos os niveis de utilizacdo de 4cidos graxos, incluindo a quebra das
particulas de triacilglicerois (TAG) para acidos graxos livres pela lipase lipoprotéica (LPL),

o transporte de acidos graxos livres para dentro da célula pelas proteinas transportadoras de
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acido graxo (FATPs) e a B-oxidagdo peroxisomal e mitocondrial pela ativagdo de acil CoA
oxidase (ACO) e a acil CoA descarboxilase de cadeia média (MCAD) (PERREAULT;
ERBE; TOBIN, 2008). Nesse contexto, os fibratos, acidos carboxilicos anfipaticos
agonistas PPAR a, sdo usados no tratamento de hipertrigliceridemia (BERGER; MOLLER,
2002), pois diminuem os niveis de TAG em roedores e humanos pela deplecao do pool de
acidos graxos livres por meio da B-oxidagdo peroxisomal e mitocondrial.

Em miocitos e adipdcitos, PPAR 6 estimula a B-oxidacdo (Figura 1) e utilizagdo de
triacilglicerdis, por meio de duas vias: oxidagdo de acidos graxos e desacoplamento
energético (WANG et al., 2003), sem estar envolvido em lipogénese e estoque, fungao dos
genes controlados por PPAR y. Wang et al. (2004) propuseram que o gene PPAR & ¢ o
primeiro fator de transcri¢ao capaz de orientar a formacdo de fibras para o tipo 1 (também
conhecida como oxidativa, vermelha ou lenta) e sua ativacdo pode estar relacionada a
melhora da performance fisica e resisténcia a obesidade. Estes autores também mostraram
que a expressdo deste gene produz profunda e coordenada aumento nas enzimas de
oxidacdo e na biogénese mitocondrial. Esse gene pode participar na regulacdo de mudancgas
pos-exercicio no metabolismo lipidico, bem como no aumento pos-treino da capacidade
mitocondrial e dependéncia de oxidagao de gordura durante o exercicio (MAHONEY et al.,

2005).

- Cold exposure
PPAR; ligands ¥ v ¥ 4——— Adipose tissues 4— [Fasting
l b Prolonged excarcise

| Fatty acids [j-oxidation
Energy uncoupling

l.ﬁehumln____py’i’gmm| RXR

FPAR;@

Type | fiber formation
-—'-'_.'

Exercise endurence

|anrulll1g of :ua’n.cl:nr

IFPA]!{.\-R}{R complex |

Skeletal muscle

Figura 1. Modelo de ativagdo do gene PPAR 6 (TAKAHASHI et al., 2006)
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A expressao do gene PGC la (coativador 1 alfa dos receptores ativados por
proliferadores do peroxissoma, do inglés peroxisome proliferator-activated receptor-y
coactivator 1 o) ¢ considerado como uma medida da capacidade oxidativa, uma vez que
este gene constitui parte de uma familia central dos co-ativadores transcricionais e
apresenta ligacdo direta com PPAR a e PPAR 9§, pois estes possuem em sua estrutura
conformacional um sitio de ligagdo ativo para a acdo coadjuvante de PGC la
(CARNEVALI JUNIOR; LIMA, 2009). Este gene foi primeiramente descoberto como um
co-ativador transcricional induzido pela exposi¢ao ao frio (PUIGSERVER et al., 2001) que
se liga ao PPAR v. Ele ndo se liga diretamente ao DNA, mas interage com fatores de
transcri¢do especificos, os quais ja estdo ligados a regido promotora dos genes alvo
(PILEGAARD; SALTIN; NEUFER, 2003). O PGC la esta envolvido com fungdes
fisiologicas maultiplas, como termogénesse adaptativa, oxida¢dao de 4cidos graxos,
gliconeogénese e biogénese mitocondrial, sendo pivo na adaptagdo muscular (YAN; LI;
AKIMOTO, 2007) e sua expressdo aumentada ¢ critica para a ativacdo de genes
relacionados ao metabolismo oxidativo do musculo esquelético (PILEGAARD; SALTIN;
NEUFER, 2003). Goto et al. (2000) demonstraram que este gene também tem sua
expressao aumentada pelo treinamento fisico de baixa intensidade.

A enzima carnitina palmitoil transferase I (CPT 1) ¢ responsavel por uma etapa
considerada limitante no transporte de 4cidos graxos para mitocondria, portanto, para a
realizagdo da P-oxidacdao. Ela esta localizada na membrana externa da mitocondria e
catalisa a conversdo de acil-CoA para acilcarnitina, que €, entdo, transportada através da
membrana interna (BERTHON et al., 1998).

A miostatina, também conhecida por fator de crescimento e diferenciagdo 8, ¢ um
membro da familia TGF (transforming growth factor) que atua como regulador negativo da
massa muscular (AMIROUCHE et al., 2009) e ¢ essencial na regulagdo do crescimento
muscular (McPHERRON; LAWLER; LEE, 1997). Ela inibe tanto a proliferagdo como a
diferenciagdo das células satélites (RENNIE; WACKERHAGE; SPANGENBU, 2004). A
expressao aumentada in vivo desse gene induz a diminuicao da massa muscular e contetido
proté¢ico (DURIEUX et al.,, 2007). Camundongos knockout no gene de miostatina
apresentam grande aumento na massa muscular, podendo elevar o peso muscular em duas
vezes ou mais, devido a combinagcdo de hipertrofia e hiperplasia muscular (LEE;

McPHERRON, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

O objetivo deste trabalho foi avaliar o resultado do consumo das proteinas do soro

de leite hidrolisadas ¢ capaz de promover a maior utilizagdo de lipideos como fonte

energética durante a atividade fisica, poupando as proteinas enddgenas e alterando o estado

redox.

2.2 ESPECIFICOS

e Aferir parametros do metabolismo lipidico:

O

O

(@)

Expressao dos genes PPAR o, PPAR 6; PGC la e CPT 1p;
Concentragoes séricas de NEFA e TAG;

Aferir a massa do tecido adiposo intraperitoneal e epididimal;

e Dosar parametros do metabolismo protéico:

(@)

O

(@)

Concentragdes séricas de creatinina, albumina, ALT (alanina
aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase);
Niveis de aminoacidos livres séricos € musculares;

Expressao génica de miostatina;

e Determinar parametros de acdo antioxidante:

o

(@)

Niveis de glutationa reduzida em eritrécitos e de acido urico sérico

In vitro (ORAC) dos produtos de soro de leite (fontes protéicas);

e Avaliar parametros complementares:

(@)

O

Determinar a composicao centesimal da dieta;

Acompanhar a ingestdo alimentar e o crescimento dos ratos;
Determinar o tempo de exaustao;

Dosar lactato plasmatico pds-exaustao;

Determinar a temperatura muscular;

Dosar a concentragdo de corticosterona.
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3 METODOS

3.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

O protocolo de experimentacio animal foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (Instituto de Biologia/Unicamp), sob o n® 2079-1 (Anexo 1).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 84 ratos machos da linhagem Wistar specific pathogen free (SPF)
(Figura 2), recém-desmamados (21 dias), procedentes do Centro Multidisciplinar de
Investigagdes Biologicas (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos em condi¢des
padrdo de experimentagdo, com controle de temperatura (22 + 2°C), umidade do ar (50-

60%), ciclo claro/escuro invertido (12 horas), gaiolas individuais e agua e racao ad libitum.

84 animais

28 animais

alimentados
com CAS

8 animais
alimentados
com WPC

7 sedentarios-
exaustos (SX)

7 sedentarios

®)

28 animais

alimentados
com WPH

)

7 sedentarios

7 sedentarios-
exaustos (SX)

7 sedentarios

®)

7 sedentarios-
exaustos (SX)

7 treinados-
exaustos
(TX)

7 treinados

(D

7 treinados

(M)

7 treinados-
exaustos
(TX)

7 treinados

(M)

7 treinados-
exaustos
(TX)

Figura 2. Esquema de divisdo dos animais por dieta e tipo de atividade fisica. CAS: caseina; WPC:
concentrado do soro de leite; WPH: hidrolisado do soro de leite.
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3.3 DIETAS

Durante a etapa de crescimento (Tabela 2), os animais foram alimentados com
dieta comercial para roedores (Labina, Purina, Brasil). A dieta experimental foi formulada a
partir da AIN 93-G (American Institute of Nutrition, REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993)
modificada em sua fonte protéica para o hidrolisado do soro de leite (Hilmar™ 8350,
Hilmar Ingredients, EUA), sendo seu controle a dieta contendo concentrado do soro de leite
(Hilmar™ 8000, Hilmar Ingredients, EUA), e tendo a dieta AIN 93-G como dieta padrao de
referéncia (caseina, mesh 30, Conaprole, Uruguai). Todas as dietas tiveram seu teor

protéico igual a 12 % (GOENA et al., 1989).

3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO E DESENHO EXPERIMENTAL

O treinamento escolhido foi corrida em esteira sem inclinag¢do, sendo seguido o
protocolo de treinamento sugerido por Hohl et al. (2009), por duas semanas. Este tipo de
exercicio foi escolhido por ser o mais comumente usado em experimentos (NIKOLAIDIS;
JAMURTAS, 2009), o que possibilita a comparacao com abrangente literatura. O desenho
experimental ¢ mostrado na tabela 2. Os animais passaram por dois testes de aptiddo para a

selecdo dos animais treinados (corrida voluntéaria). Os animais sedentarios foram sujeitos a

atividade fisica duas vezes por semana, a 12m-min_' , durante 10 min, para evitar
possiveis alteracdes das respostas metabdlicas, oriundas de situagdes de estresse, como na

manipulagdo do animal e na exposicao a esteira.

Tabela 2. Desenho experimental

Velocidade Tempo

Semanas Fases do experimento Dieta (m/min) (min)
1*a3? Crescimento Comercial - -
42 Teste de aptidao e gdaptagao ao Comercial i i
exercicio
a . T Experimental/
5 Adaptacao ao exercicio e a dieta Controle/Padrio - -
a . . Experimental/
6 Treinamento experimental Controle/Padrio 15 20
a . . Experimental/
7 Treinamento experimental Controle/Padrio 20 30

O treinamento experimental foi realizado 5 vezes - semana ' (dias de recuperagdo intercalados), no
periodo vespertino e em sala adaptada para o escuro.
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Um dia depois de finalizado o protocolo experimental dos animais sedentarios e
treinados, os ratos destinados a exaustdo iniciaram a corrida a 12'min™". A velocidade foi
aumentada 1-min” a cada 2 min, até atingir 20-min”'. Apos, a velocidade foi elevada em
2'min” a cada 3 min até a exaustio, definida como momento no qual os animais tocassem
no choque 5 vezes em 1 min (HOHL et al., 2009). Os tempos foram anotados para posterior
comparagao.

Os animais treinados e os levados a exaustdo foram sacrificados por decapitagao,
em seguida ao Ultimo treinamento ou a exaustao. Os animais sedentarios foram sacrificados
48 horas apos a ultima pratica fisica. Foram coletados sangue, musculos gastrocnemius

(direito e esquerdo), tecido adiposo epididimal e peritoneal, o qual foi determinada a massa.
3.5 DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DAS DIETAS

Amostras da racdo tiveram sua composicao determinada por analises de solidos
totais e umidade, proteina pelo método de Kjeldahl (WILLIANS, 1973), lipideos pelo
método de Bligh e Dyer (1959), cinzas pela AOAC (1995), e carboidratos por diferenca.

3.6 ACOMPANHAMENTO DA EVOLUCAO PONDERAL E DA INGESTAO
ALIMENTAR

Os animais foram pesados no 4° e 7° dias de cada semana, durante a alimentagao
com dieta comercial. Apds a inser¢do da dieta experimental, os animais foram pesados trés
vezes por semana, para o acompanhamento do ganho de peso. O mesmo ocorreu com o
controle da ingestao alimentar, realizado por meio pesagem da dieta exposta, sua sobra e
subseqiientes reposi¢gdes. Para o calculo do consumo e ganho de peso didrios, fez-se o
ajuste para um dia a mais para os animais exauridos, uma vez que a exaustdo foi uma etapa

adicional ao final do protocolo experimental.
3.7 DOSAGEM DE LACTATO

Na determinagdo do lactato sanguineo foram utilizados as tiras BM-Lactate
(Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) e o lactimetro Accusport (Bdehringer

Mannhein GmbH, Biochemica, Alemanha).
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3.8 DETERMINACAO DA TEMPERATURA MUSCULAR

A medi¢do da temperatura muscular foi realizada do musculo gastrocnemius
esquerdo, por meio da utilizagdo de um termdmetro modelo DT-650 (Dellt, - 50°C a 280°C,
Brasil), diretamente em contato com o musculo até alcangar estabilidade (aprox. 5

segundos).

3.9 DOSAGEM DOS PARAMETROS SERICOS

Kits comerciais (Laborlab Ltda, Brasil) foram utilizados na determinag¢do dos
niveis séricos de acido urico (CAT n° 00100), creatinina (CAT n°® 01600), AST (aspartato
aminotransferase, CAT n° 00300), ALT (alanina aminotransferase, CAT n° 00200),
triacilglicerdis (CAT n° 02700) e albumina (CAT n° 03900). Os acidos graxos livres foram
dosados pelo kit comercial da Wako Chemicals (Neuss, Alemanha). A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro (DU® 640, Beckman Coulter, USA). A dosagem de corticosterona
sérica foi realizada usando kit de imunoensaio competitivo (n® 900-097, Assay Designs,
USA). A leitura foi realizada em leitor de placas Epoch™ Microplate Spectrophotometer

(BioTek, EUA).

3.10 DETERMINACAO DO PERFIL DE AMINOACIDOS MUSCULARES E SERICOS

As determinagdes de aminodcidos livres séricos e musculares seguiram o método
proposto por White, Hart e Fry (1986) adaptado. O equipamento utilizado foi um HPLC da
Thermo  Fisher Scientific Inc. com os modulos: degassificador SPECTRA
SYSTEM (Thermo Separation Products), modulo de bomba quaternaria SPECTRA
SYSTEM P4000 (Thermo Separation Products), valvula de injecdo Rheodyne, Forno
THERMASPHERE TS-130 HPLC (PHENOMENEX - USA Torrance, CA.), modulo de
deteccao UV SPECTRA SYSTEM UV 2000 (Thermo Separation Products), coluna LUNA
C18 100 A 5u, 250 x 4.6mm 00G-4252-EQ (PHENOMENEX - USA Torrance, CA.),
todos modulos sdo Thermo Fisher Scientific Inc. 81 Wyman Street Waltham, MA 02454.

Para amostras de soro, foram pesados 100 pL. de soro em um tubo tipo eppendorf
de 1,5mL e adicionado 100 pL do padrao Bl com micro-seringa. Adicionou-se, também,

800 uL de metanol 99% e agitou-se em vortex por 30 segundos. Para amostras de musculo
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(gastrocnemius direito), foram pesados 100 pg das amostras e, apos adicao do padrao Bl
(mesma quantidade), adicionou-se 800 pL de TCA a 5%, seguido de agitagdo em vortex
(mesma duragdo).

Com as amostras devidamente dissolvidas/diluidas, estas foram centrifugadas a
19000 g por 15min. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 um. Aliquotas de 40
pL do filtrado foram transferidas para um tubo de vidro de 8 X 50 mm, a fim de proceder a
derivatizacao.

O tubo foi colocado no vial de secagem e secado na estacdo de vacuo, até 70
militorr. Apos a retirada do tubo do vial de secagem, 20 uL de solugcdo de ressecagem
foram adicionados e, entdo, homogeneizados em vortex por 15 segundos. A etapa de
secagem foi repetida. Depois da retirada do tubo do vial de secagem, 20 pL de solucao
derivatizante com PITC foram adicionados, seguida de agitacdo em vortex. As amostras
foram mantidas em repouso por 20 minutos e, em seguida, novamente sujeitas a secagem.

Apobs a amostra seca e derivatizada, 500 pL do diluente foi transferido para o tubo,
este que foi vedado com trés camadas de teflon e deixado no ultra-som por 10 min.
Prosseguiu-se com homogeneizag¢do do conteido em vortex por 30 segundos. O conteudo
foi, entdo, transferido para um eppendorf de 0,5 mL e centrifugado por 2 min a 13000 rpm,
sendo, apds, injetado no cromatdgrafo equipado com coluna Luna C18 Phenomenex (100A

5u 250x4.6mm 00G-4252-EQ; EUA).

3.11 DOSAGEM DE GLUTATIONA REDUZIDA

Foi dosada a concentragdo de glutationa reduzida em eritrécitos pelo método de
Beutler (1986), modificado por Penna (1995). Para a realizagdo da analise, foi coletado 1
mL de sangue em tubo contendo o anticoagulante EDTA e, com a mesma amostra, foi
determinado o microhematocrito (centrifugacdo em tubos capilares) (VALLADA, 1998). O
sangue (0,2 mL) foi adicionado de 1,8 mL de 4dgua ultra pura gelada. Em seguida, 2 mL de
acido metafosforico foram adicionados e fez-se homogeneizagao por inversao. Apos cinco
minutos em temperatura ambiente, a amostra precipitada foi filtrada em papel de filtro
Whatman n° 1. Aliquotas de 1 mL do filtrado tiveram 4 mL de Na,HPO,4acrescidas. Apos,
2 aliquotas de 1 mL deste preparado foram colocadas em cuveta, sendo uma delas
adicionada de 100 pL de DTNB. O branco, utilizado para zerar o equipamento, foi

preparado com 0,5 mL de solugdo de acido metafosfoérico e 1,25mL de 4gua ultra pura. Da
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mesma maneira que as amostras, 1 mL desta solucao foi adicionada de 4 mL de Na,HPO,4 e
uma das aliquotas de 1 mL recebeu 100 uL. de DTNB. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (DU® 640, Beckman Coulter, USA) em comprimento de onda de 412

nm.

3.12 ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO ORAC

Utilizou-se o método ORAC proposto por Wong, Cao e Prior (1996), para a
medicao da capacidade antioxidante hidrofilica das proteinas do soro de leite hidrolisada in
vitro. Foi seguido o protocolo sugerido por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001),
modificado por Davalos, Gomez-Cordovés e Bartolomé (2004). O padrao Trolox (&cido 6-
hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromano-2-carboxilico) (Sigma-Alcrich Co®, St. Louis, MO,
USA) foi diluido em tampao fosfato de potassio 75 mM, pH 7.4 (Synth, Diadema, Brasil) a
100 uM e em diferentes concentragdes, para a curva padrao do ensaio. A solugdo de
fluoresceina (Synth, Diadema, Brasil) foi preparada com o mesmo tampao fosfato, na
concentragdo de 0,00378 mg/mL e foi mantida em frasco &mbar e ao abrigo da luz até o
momento de uso. O AAPH (2,2’- azobis (2’-amidinopropano) dihidrocloreto) (Sigma-
Alcrich Co®, St. Louis, MO, USA), foi ressuspendido em agua estéril momentos antes do
inicio da leitura da microplaca. A amostra foi elaborada com tampao fosfato 75 mM (pH
7.4), em concentragdo 1 mg/mL. Os padrdes utilizados foram a proteina do soro de leite
concentrada, a-lactalbumina, B-lactoglobulina, albumina sérica bovina (BSA), todos estes
nas mesmas condi¢des que a amostra. Utilizou-se também como padrao uma solucao de
acido ascorbico a 25 uM. O branco foi elaborado com a adi¢ao de tampao. A leitura de uma
solucdo de acido galico a 10 uM foi usada para controle de qualidade da reagdo.
Amostras/padrdes foram preparadas com tampao fosfato 75 mM, pH 7.4 e em triplicatas.
Amostras/padrdes (20 pL), fluoresceina (120 pL, 70 nM) e AAPH (60 pL, 12mM), em
volume final de reagdo foi 200 uL, foram colocados rapidamente na microplacas de
poliestireno, especificas para reacdes de fluorescéncia (Corning Co®, NC, USA) e, em
seguida, iniciada a verificagdo da intensidade da fluorescéncia (485nmg,/ 520nmgy,) a cada
um minuto, durante 80 minutos. As leituras foram feitas em leitor de microplacas
NOVOstar (BMG Labtech®, Offenburg, Germany), acompanhado com o Software de
analise de dados MARS Data Analysis versio 1.3 (BMG Labtech®, Offenburg, Germany),

sendo os resultados exportados para programa Excel, para a efetuacdo dos célculos. O
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calculo da curva de decaimento da fluorescéncia ou area sob a curva (AUC) foi realizada
com o auxilio da seguinte formula:
AUC = 1+£i/fy +... £i/fy +... fo/fo

onde, o fy € representado pela fluorescéncia obtida no tempo 0 e f; a fluorescéncia obtida
nos tempos intermediarios entre 0 ¢ 80 minutos. Em seguida, a curvas foram normalizadas
com o valor de branco.

Os resultados sdo expressos em pmoles equivalentes de Trolox, utilizando-se a
curva padrao de Trolox, realizada em cada ensaio, nas condigdes apropriadas de ensaio. As
leituras serdao realizadas em triplicata e os valores expressos em puM equivalentes de

Trolox/mg de amostra, em base seca.

3.13 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES CPT 18, PGC 1a, PPAR o, PPAR S E
MIOSTATINA

A expressdo de genes foi avaliada por Real Time RT-PCR quantitativo (HEID et
al., 1996; GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996), no musculo gastrocnemius esquerdo.

3.13.1 Extracao de mRNA

O RNA total foi extraido do musculo gastrocnemius esquerdo, por meio da adi¢do
de 1,0 ml de reagente TRIzol (Invitrogen, SP, Brasil). As células foram homogenizadas em
vortex e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em cada amostra, 300 pL de
cloroformio foram adicionados e as amostras vigorosamente homogeneizadas durante 15 s.
ApoOs incubagdo de 5 min a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a
12.000 g x 15 min a 4 °C. O volume correspondente a fase aquosa foi transferido para outro
tubo e 0 RNA precipitado através da adicao de 500 pL de isopropanol, seguido de 10 min
de incubacdo a temperatura ambiente. Nova centrifugag¢do a 12.000 g x 10 min a 4 °C foi
realizada e os pellets obtidos foram lavados em seguida com 1 mL de etanol 75% e
centrifugado a 7500 g x 10 min a 4 °C e, posteriormente, lavados com 1 mL de etanol
100%, seguida de nova centrifugacdo (mesmas condigdes). O etanol foi descartado e o
pellet parcialmente seco a temperatura ambiente. As amostras foram ressuspedidas em agua
previamente tratada com DEPC. A integridade do RNA obtido foi verificada por

eletroforese em gel de agarose desnaturante, para visualizagao das unidades ribossomais 28,
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19 e 5S apos coloragdo com brometo de etideo, e a quantificacdo realizada através de

leituras de absorbancias a 260 e 280 nm em aparelho Genequanz (Pharmacia Biotech).

3.13.2 Obtenciao de cDNA a partir de RNA total

A reagdo da transcriptase reversa foi realizada a 25 °C durante 10 min, seguida de
120 min a 37 °C, 5s a 85 °C e resfriamento, em 20 pL. de uma mistura contendo 3 pg de
RNA total + 10mM de dNTP mix + 40 U/ul de inibidor de Rnase + 0,IM de DTT + 5X
first-strand buffer + 0,5 pg/ml de oligo dT + 200 U da enzima MultiScribe™ Reverse

transcriptase (Applied Biosystems).

3.13.3 Real Time RT-PCR

Foi realizado pelo método Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), sendo o SYBR Green um fluor6foro capaz de se ligar na dupla fita
do DNA. As reagdes foram realizadas no termociclador StepOne (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) usando o sistema de deteccdo DNA Engine OpticonTM (Biozym
Diagnostik, Hess. Oldendorf, Germany).

O volume total a ser utilizado nas reagdes foi de 15 pL. Primeiramente as amostras
foram desnaturadas a 94°C por 5 minutos e em seguida passaram por 40 ciclos de PCR.
Cada ciclo compreendeu as seguintes etapas em sequéncia: melting a 94°C por 30 s,
anelamento a 57°C por 30 s e extensdo a 72°C por 30 s. Os parametros ideais para cada
reacdo foram definidos empiricamente, ¢ a pureza dos produtos de amplificagao foi
determinada pelas melting curves. A expressao génica foi normalizada pelos valores do
gene controle GAPDH. Primers disponiveis na literatura cientifica foram testados e as
melhores sequéncias foram pré-selecionadas. Andlises das sequéncias e adaptagdes foram
realizadas por meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para
identificacdo de sequéncia gendmica no GenBank da National Center for Biotechnology

Information (NCBI/USA). A sequéncia utilizada para cada gene ¢ listada na tabela 3.
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Tabela 3. Codigo de acesso e sequéncia dos primers para os genes estudados

Genes Acesso GenBank Sequéncia (5°- 3”)

Fw: TCCGTGGAGACCGTCACCGA
Rv: TGAAGCCATTGCCGTACGCGA

PPAR a NM_013196.1

Fw: CGGGGTTATGCGTGTGGGACTC

PPAR 5 NM 013141.2 ¢ TGGAAGGAAGGGTGTGCTCTGGT
Fw: ACCGCAGTCGCAACATGCTCA

PGC T NM_031347.1  p o AGTCGTGGGAGGAGTTAGGCCT

CPT g NM 0132001 FW: TGGTGCTGAAGTCATGGTGGGC

Rv: CGTGCTGCTTGTTGGCTCGT

Fw: ACAGACACACCCAAGAGGTCCCG

Miostatina — NM_OIOISLT 5 0 G ACAGCACCGCGATTCCGT

Fw: GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG
Rv: AACCTGGTCCTCAGTGTAGCCC

PPAR a - receptores ativados por proliferadores de peroxissoma alfa (peroxisome proliferator-
activated receptors alpha); PPAR & receptores ativados por proliferadores de peroxissoma delta
(peroxisome proliferator-activated receptors delta), PGC 1 a ou PyCl1 - coativador do PPAR gama
(peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator); CPT 1 § — carnitina palmitoil transferase
1 beta (Carnitine palmitoyltransferase 1 beta); GAPDH - gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Fw, forward (sense) primer; Rv, reverse (antisense)
primer.

GAPDH XR _009170.1

3.14 TRATAMENTO ESTATISTICO

Foi utilizado o software SPSS 11.0 for Windows para analise de varidncia —
ANOVA multivariada de duas vias, considerando-se a interagdo entre a dieta ¢ o
condicionamento fisico, e utilizando 5% para significancia (p<0,05) com teste post hoc de

Duncan.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPOSICAO CENTESIMAL DAS DIETAS

Os resultados da determinacdo da composi¢do centesimal das dietas sdo

apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Composic¢do centesimal das dietas elaboradas (%)

Dietas
CAS WPC WPH
Proteina 12,6 £ 0,1 12,5+0,3 12,5+0,2
Lipideos 6,0+0,3 7,6 £ 0,5 7,6 £0,1
Umidade 7,7+0,0 7,4+0,0 7,4+0,1
Cinzas 2,2+0,0 2,5+0,0 3,2+£0,0
Carboidratos 71,4+0,2 70,0 £ 0,2 69,3+£0,2

Os dados sdo apresentados em porcentagem + erro padrao.

As dietas continham equivalentes teores de proteinas, sendo, portanto,
consideradas isoprotéicas por alcancarem igualmente os 12% propostos por Goena et al.
(1989). Os demais nutrientes apresentaram pequenas variagdes em suas porcentagens. A
analise da composicao centesimal das fontes de proteinas do soro de leite também foi
realizada, sendo obtidos teores de 77% e 75% de proteina para os produtos concentrado

(WPC) e o hidrolisado (WPH), respectivamente.

4.2 ACOMPANHAMENTO DA EVOLUCAO PONDERAL E DA INGESTAO
ALIMENTAR

O consumo diario dessas dietas nao diferiu estatisticamente, seja em relacdo a
diferente fonte protéica ou ao condicionamento fisico, conforme dados apresentados na
tabela 5. Esse resultado corrobora com o encontrado por Pimenta et al. (2006) que
estudaram o efeito do consumo de proteinas do soro de leite na forma isolada (WPI) e WPH,
em animais treinados ou nao. O mesmo resultado foi encontrado por Tassi, Amaya-Farfan e
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Azevedo (1998), em experimento fornecendo a-lactalbumina hidrolisada a animais
exercitados com natagdo ou sedentarios. Morifuji et al. (2005a) e Morifuji et al. (2005b)
também nao observaram diferengas oriundas do exercicio ou das dietas, embora nao
detalhem o tipo de proteinas do soro utilizado. Resultado idéntico foi observado por

Haraguchi et al. (2011).

Tabela 5. Consumo de dieta e ganho de peso diarios

Grupos de atividade fisica

S SX T TX
Consumo diério (g)
CAS 22,0 £0,5 21,6 £0.4 22,5 £0,7 21,8 £0.5
WPC 21,0 £0,5 22,1 £0,7 193 £03 212 £1,0
WPH 223 £0,6 212 £05 21,6 £0.8 22,6 £03
Ganho de peso diario (g)
CAS 4,8 +0,2° 4,1 +£0,2% 4,7 £0,1%® 4,1 £0.3°
WPC 4,5 +0,2° 4,6 +0,4% 3,9 +£0,2% 3,7 £0,4°
WPH 4,5 +04° 4,0 +£0,2% 3,9 +£0,3% 3,9 +£0,2°

Valores médios + erro padrio (n = 6-7). S = sedentarios; SX = sedentarios-exaustos; T = treinados;
TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH =
proteina do soro de leite hidrolisada. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Abecia-Soria (2010) encontrou consumo significantemente maior para os animais
alimentados com caseina nos grupos sedentdrios, sedentarios-exaustos e treinados. No
entanto, ndo houve diferenca entre os grupos alimentados com WPI ou WPH. Apenas na
dieta com WPH foi obtida diferenca estatistica entre as distintas condigdes fisicas, sendo
que os grupos sedentarios-exaustos e treinados apresentaram um consumo menor que os
demais.

Resultado similar foi encontrado por Costa (2010), em trabalho no qual o consumo
foi significativamente maior para o grupo sedentdrio, alimentado com caseina. Morifuji,
Sakai e Sugiura (2005) obtiveram resultados semelhantes, comparando animais sedentarios
alimentados com caseina e animais treinados alimentados com caseina, proteinas do soro de
leite e soja.

Tratando-se das proteinas do soro de leite, Hall et al. (2003) mostrou que elas sdo
capazes de aumentar o tempo de saciedade, em relagdo a caseina. Os autores justificam seus
resultados pela elevagdo dos aminoacidos plasmaticos pos-prandial, juntamente com o

aumento da colescistoquinina e GLP-1 séricas proporcionados pelo consumo desse tipo de
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proteina. Zhou et al. (2011) também encontrou menor ingestdo de dieta para animais
alimentados com proteinas do soro de leite, em comparagdo dieta com base em albumina,
além de um GLP-1 significativamente maior.

Quanto ao ganho de peso diario dos animais, nao houve diferenca estatistica entre
as distintas dietas, conforme dados apresentados na tabela 5. Esse resultado confirma os
dados de Pimenta et al. (2006), Costa (2010), e Tassi, Amaya-Farfan e Azevedo (1998).
Morifuji, Sakai e Sugiura (2005) encontraram ganhos de peso idénticos quando
compararam animais sedentarios alimentados com dieta elaborada com caseina e animais
treinados consumindo dietas com caseina, proteinas do soro de leite e soja.

O treinamento fisico foi capaz de reduzir o peso corporal dos animais. Esse
resultado ¢ coerente com Morifuji et al. (2005a e 2005b), além de que ja ¢ bastante
documentado em literatura a capacidade do treinamento fisico em prevenir o ganho de peso
pelo aumento do gasto caldrico oriundo do exercicio.

Considerando-se o fato de que o teste de exaustdo foi uma etapa adicional ao final
do protocolo experimental (um dia a mais para os animais levados a exaustdo), foi possivel
reorganizar os dados unindo animais sedentarios com sedentarios-exaustos e treinados com
treinados-exaustos de cada dieta. Estes dados sdo apresentados na forma evolugdo ponderal,

na figura 3.
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Figura 3. Médias dos pesos (em gramas) durante o periodo experimental (n = 6-7). S = sedentarios;
T = treinados; CAS = caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH = proteina do
soro de leite hidrolisada. ANOVA multivariada uma via com post hoc Duncan

Observa-se que os animais alimentados com proteinas do soro de leite, hidrolisada

ou ndo, apresentam pesos mais baixos desde o inicio até o fim da etapa experimental,
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embora nao estatisticamente significativo. Ja os animais treinados alimentados com essas
mesmas fontes protéicas iniciam o periodo experimental com peso similar ao dos animais
alimentados com caseina (S e T), mas, ao final do experimento, encontram-se em pesos
menores que os alimentados com caseina. Sendo assim, retoma-se novamente o argumento
de que um periodo experimental mais longo pode resultar em diferencgas expressivas, como
no trabalho de Abecia-Soria (2010), em que a caseina proporcionou maior ganho de peso
que as dietas com WPI e WPH. No mesmo trabalho, os animais alimentados com WPI
apresentaram menores pesos, com significancia estatistica, também em relacdo aos animais
alimentados com WPH. A suplementacdo de proteinas do soro de leite associada a dieta
rica em lipideos propiciou menor ganho de peso em camundongos fémeas C57BL/6J
(SHERTZER et al., 2011). Esse resultado ¢ similar ao de Elia et al. (2006), quando a
suplementagdo de proteina do soro de leite foi associada com a de proteina da soja. Zhou et
al. (2011) também encontraram menor ganho de peso € menor acumulo de gordura
abdominal em ratos alimentados com proteinas do soro de leite.

Pilvi et al. (2009) testaram diferentes fracdes das proteinas do soro de leite, como
a-lactalbumina, B-lactoglobulina e lactoferrina, além do produto na forma de WPI, na perda
de peso em camundongos modelos em obesidade com dieta rica em gordura. Os animais
alimentados com lactoferrina e a-lactalbumina apresentaram significativamente menor
gordura corporal do que animais com o WPI, além de que o primeiro grupo perdeu mais
peso que o ultimo, de forma significativa. No entanto, apds a restricdo alimentar, apenas a-
lactalbumina reduziu significativamente o acumulo de gordura. E sabido que a leucina
apresenta efeito sacietogeno (LAVIANO et al., 2006). No entanto, os autores do trabalho
mencionado questionam a justificativa de que os efeitos saudaveis das proteinas do soro de
leite sejam oriundos da leucina ou outro aminoacido de cadeia ramificada, uma vez que as
maiores quantidades de leucina estavam presentes no WPI e na B-lactoglobulina, e propdem
que a glicina possa ser um aminoacido de importancia no processo de menor ganho de peso.
Royle et al. (2008) também encontraram menor ganho de peso para animais alimentados
com WPI, em comparacdo a caseina, e acrescentam que os glicomacropeptideos presentes
nas proteinas do soro de leite também podem estar envolvidos nesse processo.

Ha, contudo, trabalhos que ndo demonstram menores ganhos de peso em animais
alimentados com proteinas do soro de leite. Eller et al. (2010), utilizou dieta rica em

gordura e carboidratos, com diferentes teores de calcio e observou que a dieta a base de
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proteinas do soro de leite produziu efeitos similares a dieta com caseina. Resultado similar

foi obtido por Haraguchi et al. (2011).

4.3 TESTE DE EXAUSTAO

Como esperado, o tempo até exaustdo foi significantemente maior para os animais
treinados-exaustos (TX), conforme dados disponiveis na figura 4. Os animais TX
mantiveram a corrida por cerca de 765 segundos (13 minutos) a mais que os animais
sedentarios-exaustos (SX). Considerando que o teste de exaustdo baseia-se em velocidades
crescentes, os animais TX correram cerca de 530 metros, em média, a mais que SX. No
entanto, ndo houve diferencas entre si para as dietas, como encontrado também por Costa
(2010) e Tassi, Amaya-Farfan e Azevedo (1998).

Esses resultados diferem dos obtidos por Nery-Diez et al. (2010), nos quais os
animais alimentados com WPH alcancaram tempos significantemente maiores que os
animais alimentos com WPI (18 % para SX e 31 % para TX) e com caseina (60 % para SX
e 55% para TX). O grupo em dieta com WPI também manteve tempos significantemente
maiores que os grupos alimentados com caseina (52 % para SX e 35% para TX).
Resultados também bastante marcantes foram encontrados por Pimenta et al. (2006). Neste
trabalho foi observado um tempo aproximadamente 60% maior no periodo até a exaustdo,
alcancado pelos animais alimentados com WPH, em comparagao aos alimentados com WPI

(nesse estudo nao foi realizada a comparagao com a caseina).
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Figura 4. Médias dos tempos de exaustdo + erro padrdo (n = 6-7). SX = sedentarios-exaustos; TX =
treinados-exaustos. Letras minusculas referem-se a diferenca entre as atividades fisicas. ANOVA
multivariada em duas vias com post hoc Duncan.
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Bensabath (2009) também encontrou um tempo significativamente superior para
os animais alimentados com WPH, sendo 23% maior do que o grupo alimentado com WPI
e 18% maior do que o do grupo alimentado com caseina na 8* semana (ndo houve
diferencas nas 12* e 13 semanas). Foi observada alguma resisténcia de certos animais do
grupo alimentado com WPH a aceitar o exercicio diariamente.

Uma possivel explicacdo para essa divergéncia de resultados, como mostrado
anteriormente ¢ a diferenca no grau de hidrélise do produto utilizado na confecgdo da dieta.
Este parametro determina o tamanho e, por consequéncia, o tipo dos peptideos que
compdem WPH, que sdo diferentes para processamentos distintos dados a uma proteina. A
proteina utilizada por Pimenta et al. (2006) apresentava grau de hidrolise de 7,8 %,
enquanto Nery-Diez et al. (2010) usavam uma fonte protéica hidrolisada com cerca de
10 % de grau de hidrdlise, ambos considerados valores médios. O produto WPH utilizado
no experimento de Bensabath (2009) e Costa (2010) possuia 12,5 % de grau de hidrdlise
(informado pelo fabricante). Neste trabalho, utilizou-se um produto hidrolisado de 12,5 %
de grau de hidrélise (também informado pela empresa produtora), embora se trate de outro
produto. Ramos (2001) utilizou uma proteina com alto grau de hidrolise (aproximadamente
30%). Ainda que no trabalho mencionado ndo tenha sido realizado a exaustdo dos animais,
o0 autor observou que o consumo de dieta formulada com proteina do soro de leite com alto
grau de hidrélise promoveu uma diminui¢ao na capacidade de recuperagdo das reservas de
glicogénio muscular em comparacao as proteinas intactas, apds exercicio intenso.

Outra diferenca a se destacar ¢ a diferenca entre os protocolos de exercicio
utilizados nos experimentos. Tassi, Amaya-Farfan e Azevedo (1998) e Ramos (2001)
utilizaram nata¢do como exercicio fisico. Os demais estudos deste laboratorio utilizaram a
corrida em esteira sem inclinagdo. Nery-Diez et al. (2010) usaram o protocolo proposto por
Smolka et al. (2000). No presente trabalho, utilizou-se o protocolo sugerido por Hohl et al.
(2009), o mesmo utilizado Costa (2010) e Bensabath (2010), embora essas autoras tenham
realizado todo o protocolo, enquanto no presente trabalho o protocolo foi reduzido para
apenas duas semanas. Neste ponto, ¢ relevante destacar que os experimentos que
apresentaram melhores resultados para os animais alimentados com as proteinas do soro de
leite, como o de Nery-Diez et al. (2010) e Pimenta et al. (2006), utilizaram um teste de
exaustdo com progressdo mais lenta e limitada da velocidade. Dos dois experimentos que

utilizaram o mesmo protocolo de exaustdo que este presente trabalho (embora tenham
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cumprido um tempo bastante maior do protocolo), um deles ndo encontrou diferenca entre
as dietas (COSTA, 2010), corroborando nossos dados, e o outro encontrou diferenga apenas
no primeiro teste de exaustdo, ocorrido na 8" semana, € ndo mais nos testes seguintes,
ocorridos na 12* e 13* (BENSABATH, 2009). De grande importancia para nossas
conclusdes, a autora discute que teria sido interessante verificar em que momento do
treinamento, anterior ao primeiro teste, os animais que consumiram a proteina hidrolisada
poderiam ter alcancado o seu méximo rendimento.

O tempo de jejum € outro fator que pode influenciar intensamente o rendimento ao
exercicio. Neste trabalho, os animais permaneceram sem alimentacdo durante 12 horas

anteriores ao sacrificio.

4.4 LACTATO SANGUINEO

No presente trabalho os niveis de lactato sanguineo ndo apresentaram diferenca
estatistica, seja por acdo da dieta ou em consequéncia ao treinamento fisico, como visto na

tabela 6.

Tabela 6. Niveis de lactato sanguineo

Grupos de atividade fisica

SX TX
Lactato sanguineo (mmol/L)
CAS 84 1,7 6,2 £0,7
WPC 59 £0,5 6,3 +£1,0
WPH 5,9 £0,7 8,1 +£0,8

Valores médios + erro padrio (n = 6-7). SX = sedentarios-exaustos; TX = treinados-exaustos; CAS
= caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite
hidrolisada. ANOVA multivariada em duas vias com post hoc Duncan.

Concordante com estes resultados e com a condicdo das andlises também
ocorrerem logo apds a ultima sessdo de exercicio, o trabalho de Tassi, Amaya-Farfan e
Azevedo (1998) demonstrou que os animais levados a exaustdo (usando natagdo como
exercicio) apresentaram concentragdes séricas quase duas vezes maiores que 0s animais
ndo exaustos. Todavia, as alteragdes também nao foram significativas, tampouco oriundas

da dieta.
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Bensabath (2009) observou que, tanto o treinamento, quanto a dieta produziram
interacdo com os niveis de lactato sanguineo. O que se mostrou com relagdo a dieta foi uma
certa tendéncia dos animais alimentados com o WPH a terminarem com niveis
significativamente superiores. Achados semelhantes foram relatados Pimenta et al., 2006.

Destaca-se, contudo, que Bensabath (2009) obteve resultados consideravelmente
menores para esse parametro (valor médio méximo de 2,8 mmol/L) do que o obtido no
presente trabalho. O mesmo pode ser visto no trabalho de Pimenta et al. (2006), embora
este apresente valores mais proximos aos deste presente trabalho, para os grupos levados a
exaustao.

Sabe-se que tanto na fase inicial do exercicio, como em intensidade elevada, a
transformagdo de energia acontece principalmente a partir do metabolismo anaerdbio
(PAPOTT et al., 2003). Isso ocorre devido ao fato que, no inicio da atividade fisica existe
um aumento na concentragdo de lactato, até que o metabolismo aerobio seja capaz de suprir
as necessidades energéticas do exercicio, desde que seja mantido em intensidade moderada,
a quantidade de lactato produzida e a quantidade removida passam a ser equivalentes,
estabilizando os niveis de lactato, fase entdo chamada de "maxima fase estavel de lactato".
No entanto, com o prolongamento do exercicio moderado, a participacdo anaerobia
glicolitica torna-se necessaria novamente gerando um actmulo de lactato, agora de forma
exponencial (PAPOTI et al., 2003).

Quando este composto passa a ser abruptamente acumulado em niveis mais
elevados que as concentragdes observadas no repouso, apresenta-se o quadro denominado
de "limiar do lactato". J4 o alcance do méximo nivel de lactato no "estado estavel" (estado
de equilibrio) denota o momento de transicdo em que o metabolismo passa de
predominantemente aerobio para predominante anaerobio. Esta segunda inflexao na curva
do lactato ocorre numa concentragao de aproximadamente 4 mmol/L em humanos e 5,5
mmol/l em ratos (GOBATTO et al., 2001; PAPOTI et al., 2003).

Ressalta-se que a redugdo da concentracdo sanguinea de lactato apds um periodo
de treinamento fisico, sob uma mesma carga de trabalho, demonstra o efeito positivo do
exercicio cronico (GOBATTO et al., 2001). No entanto, para que essa adaptagdao ocorra, €
necessario que o treinamento seja realizado em alta intensidade, proxima ao limiar de
lactato. Tendo em vista a falta de diferencas significativas entre as dietas, chega-se a

conclusao de que este parametro ndo teve maior relevancia como fator discriminante, pois €
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possivel que a duracao do treinamento ministrado (duas semanas) nao tenha sido suficiente

para promover a capacidade dos tecidos de metabolizar o lactato sérico.

4.5 TEMPERATURA MUSCULAR

A temperatura muscular ¢ um parametro complementar que reflete o nivel de
esfor¢o realizado pelo musculo. Sendo o teste de exaustdo um intenso esfor¢o fisico, os
grupos que o realizaram demonstraram uma temperatura muscular significativamente mais
elevada, como era esperado. A figura 5 apresenta os resultados obtidos para essa analise.
Nao houve, contudo, diferenca entre as temperaturas apresentadas entre os grupos SX e TX,
demonstrando que ndo ocorreu adaptagdo promovida pelo treinamento. Também pelo maior
esfor¢o fisico, juntamente ao fato de o sacrificio ter ocorrido logo apos a realizacdo da
ultima sessdao de exercicio fisico, os musculos dos animais treinados alcangaram
temperaturas maiores do que os sedentdrios. Os grupos sedentdrios apresentaram as
menores temperaturas musculares, uma vez que realizaram a ultima sessdo de atividade

fisica (leve) 48 horas antes do sacrificio.
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Figura 5. Médias das temperaturas do musculo gastrocnemius esquerdo (°C) + erro padrdo (n= 6-7).
S = sedentarios; SX = sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS =
caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada.
Letras minusculas referem-se a diferenca entre as atividades fisicas. ANOVA multivariada de duas
vias com post hoc Duncan.

Os musculos em exercicio liberam calor, pois os ciclos de quebra de ATP sdo
transdutores de energia, que a convertem da forma quimica em trabalho e calor durante a
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contragdo (WOLEDGE; BARCLAY; CURTIN, 2009). Esta elevacao de temperatura
também ¢ consequéncia do aumento do fluxo sanguineo e da temperatura central. Em
maiores temperaturas, as contragdes sdo mais rapidas e a tensdo ¢ aumentada
(COUPLAND; RANATUNGA, 2003; ROOTS et al., 2009). No entanto, a for¢a relativa
decai com o aumento de temperatura de 20°C para 40°C (SEGAL; FAULKNER; WHITE,
1984). As temperaturas para musculos da perna em repouso e apds exercicio exaustivo ¢ de
36°C e 44°C, respectivamente, para ratos (BROOKS et al apud SEGAL; FAULKNER;
WHITE, 1984).

4.6 CREATININA SERICA
No que se refere aos valores obtidos para creatinina sérica, ndo houve diferenga
estatistica entre os grupos, tanto por acdo da dieta, como do treinamento fisico ou exaustao,

como ¢ apresentado na tabela 7.

Tabela 7. Niveis séricos de creatinina ¢ AST
Grupos de atividade fisica

S SX T TX

Creatinina sérica (mg/dL)

CAS 0,55 £0,11 0,68 £0,14 0,55 +£0,15 0,28 £0,10

WPC 0,58 +0,13 0,68 +0,25 0,56 +0,14 0,71 +0,22

WPH 0,68 £0,17 0,52 £0,18 0,70 +0,14 0,56 +0,12
Aspartato aminotransferase sérica (U/L)

CAS 95,82 +6,81 86,77 +4,90 101,60 +11,02 55,96 +£16,92

WPC 69,59 +4,29 88,08 +5,09 96,66 +7,72 85,45 +8,37

WPH 97,55 +£12,87 94,76 + 7,89 101,22 + 18,47 83,00 +4,70

Valores médios + erro padrio (n = 6-7). S = sedentarios; SX = sedentarios-exaustos; T = treinados;
TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH =
proteina do soro de leite hidrolisada. ANOV A multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

A creatinina € um composto nitrogenado, ndo protéico, produzido a partir da
degradacao da creatina. Por ser formada principalmente no musculo, sua concentragao ¢
considerada proporcional 4 massa muscular (RIEHL; FONTANA; LOPEZ, 2004). Portanto,
alteracdes nas suas concentragdes séricas ou urinarias podem indicar degradacdo muscular

ou, ainda, danos renais.
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O consumo de proteinas do soro de leite, associado a uma dieta
hipercolesterolemiante, preveniu o aumento da concentracdo de creatinina observado em
dieta hipercolesterolemiante com caseina (HARAGUCHI et al., 2009). Estudando altos
teores de proteina na dieta em mulheres adultas obesas, Bortolotti et al. (2011) encontrou
que a suplementacao com 60 g de proteinas de soro de leite/dia ndo afetou os niveis de
creatinina plasmatica.

Costa (2010) encontrou diferengas estatisticas apenas para o treinamento
(sedentarios x treinados), e em relacdo a dieta com WPH. Lippi et al. (2004) encontraram
uma redugdo dos niveis de creatinina sérica para atletas de endurance. Ja De Araujo et al.
(2011) ndo encontraram diferencas entre animais sedentarios e em treinamento periodizado
linear. Resultado similar foi obtido por Pinheiro-Mulder et al. (2010). A realizagdo de
exercicio exaustivo agudo elevou os valores séricos de creatinina (LIN et al., 2010;
NEUMAYR et al., 2003), e apos 72 horas de intenso exercicio de forca (MACHADO et al.,
2011).

4.7 ALANINA AMINOTRANSFERASE SERICA

A concentragdo de alanina aminotransferase (ALT) sérica foi um pardmetro em
que a fonte protéica exerceu alteracdo significativa, como observado na figura 6. Os
animais alimentados com dieta com WPC e WPH apresentaram valores significativamente
inferiores aos dos animais alimentados com caseina. E importante destacar, contudo, que
niveis de todos os grupos foram considerados normais e, portanto, dentro dos valores de
referéncia (DANTAS et al., 2006). Como era esperado, a exaustdo causou aumento dos
niveis de ALT, embora a diferenca significativa tenha ocorrido apenas entre os animais SX
eT.

A ALT ¢ um marcador bioquimico da fun¢do ou de doenca hepaticas (KONG et
al., 2008), sendo mais especifica que a aspartato aminotransferase (AST) para injurias das

células hepaticas (KAPLAN, 2002).
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Figura 6. Médias dos niveis de ALT (U/L) £ erro padrao (n = 6-7). S = sedentarios; SX =
sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do
soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada. Letras minusculas referem-
se a diferenca entre as atividades fisicas e letras maitisculas referem-se a diferenca entre as dietas.
ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

O resultado obtido no presente trabalho ¢ condizente ao observado por
Chitapanarux et al. (2009), utilizando a suplementacdo com WPI rico em cisteina, em
pacientes com esteatohepatite ndo-alcodlica. As proteinas do soro de leite foram capazes de
reduzir os niveis de ALT apds a inducdo de hepatotoxicidade (GAD et al., 2011) e esteatose
(HAMAD et al.,, 2011). No trabalho de Abecia-Soria (2010) a dieta com WPH
proporcionou concentragdes estatisticamente menores que a dieta com caseina nos grupos
sedentarios e SX, bem como menores concentragdes que a dieta com WPI, nos grupos
sedentarios. Quanto ao exercicio mais intenso, o aumento nos niveis de ALT foi observado
apenas nos animais que chegaram na exaustao (ABECIA-SORIA, 2010). J& Costa (2010)
observou validade estatistica apenas para as diferentes niveis de atividade fisica
(sedentarios x treinados).

Resultado oposto foi encontrado por Morifuji, Sakai e Sugiura (2005) em ratos
submetidos ao treinamento fisico, nos quais a dieta com proteinas do soro de leite produziu
niveis mais elevados de ALT hepatica, do que com a caseina. A interpretacao dos autores
se baseia na maior atividade enzimatica registrada no figado, como resposta a maior
liberacdo de alanina muscular para ser convertida em glicose no figado (ciclo alanina-

glicose). Do anterior, pode se concluir que o aumento dos niveis da ALT hepatica, medidos
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diretamente no figado, ndo necessariamente estdo relacionados com algum efeito nocivo

causado pelo consumo das proteinas do soro de leite.

4.8 ASPARTATO AMINOTRANSFERASE SERICA

Quanto aos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST), ndo houve
diferenga estatistica, por a¢do da dieta ou do condicionamento fisico, conforme tabela 7.
Contrario ao esperado, a exaustao nao reduziu os niveis de AST sérica.

As proteinas do soro de leite impediram o aumento da atividade da AST
provocada por uma dieta hipercolesterolemiante (HARAGUCHI et al., 2009). As proteinas
do soro de leite também resultaram em diminui¢do dos niveis dessa enzima ap6s a inducao
da hepatotoxicidade (GAD et al., 2011) e esteatose (HAMAD et al., 2011) em ratos. De
forma similar, Chitapanarux et al. (2009) demonstraram que suplementacdo com WPI, rica
fonte de cisteina, em pacientes com esteatohepatite ndo-alcoolica reduziu a atividade da
AST.

Costa (2010) encontrou diferengas estatisticas apenas entre sedentarios e treinados,
sem distingdo entre as dietas. Estes resultados diferem do obtido por Morifuji, Sakai e
Sugiura (2005), que encontraram valores idénticos entre animais sedentarios e treinados,
alimentados com caseina, proteinas do soro de leite e soja, lembrando que, no estudo
mencionado, a enzima nao foi estudada no soro e, sim, no figado.

Abecia-Soria (2010) encontrou que a exaustdo aumentou os niveis de AST sérica,
sendo este aumento mais pronunciado para os grupos SX. Os grupos alimentados com
WPH apresentaram valores significativamente menores desta enzima em todos os grupos,
em relacdo a caseina. Valores inferiores também foram encontrados para os grupos SX e

TX em relacdo a dieta WPIL.

4.9 PESO DOS TECIDOS ADIPOSO EPIDIDIMAL E PERITONEAL

Os pesos referentes ao tecido adiposo intraperitoneal e epididimal sdo mostrados

na tabela 8.
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Tabela 8. Peso do tecido adiposo e concentragdo de TAG séricos
Grupos de atividade fisica

S SX T TX

Gordura intraperitoneal e epididimal (g/100g peso corporeo)

CAS 5,00 +0,32 447 +035 4,32 +0,50 4,58 +0,63

WPC 4,08 +£0,19 4,84 +0,35 3,79 +0,36 4,03 +0,22

WPH 5,02 £0,26 4,18 +028 4,58 +0,25 4,15 +0,46
Triacilglicer6is séricos (mg/dL)

CAS 61,11 +11,18* 40,27 +8739° 43,42 + 8,56 34,79 +9,92%®

WPC 4547 +957° 37,15 +6,77° 2927 +5,40° 28,51 +4,76™

WPH 4727 +£8,70° 2391 +5,10 45,72 £10,06 30,83 £5,99"
Valores médios =+ erro padrdo (n =6 - 7). S = sedentarios; SX = sedentarios-exaustos; T = treinados;
TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH =
proteina do soro de leite hidrolisada. Letras minusculas referem-se a diferenca entre as atividades
fisicas. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Embora seja consenso que o treinamento fisico propicie maior gasto energético,
favorecendo menor acumulo de estoques energéticos, como a gordura peritoneal e
epididimal, isso ndo foi observado neste experimento. Uma possivel explicagdo ¢ a falta de
acurdcia do método, que consistia na retirada manual do tecido gorduroso do peritonio e
epididimo dos animais. Outra possivel explicagdo ¢ a reduzida dura¢ao do protocolo do
experimento (duas semanas).

Alguns pesquisadores t€ém encontrado que o consumo de proteinas do soro de leite
resulta na diminui¢do de gordura corporal. Siddiqui et al. (2008), utilizando a técnica de
absorciometria de raios-X de dupla energia (DEXA), encontrou que o consumo de dietas
elaboradas com proteinas do soro de leite, vitamina D e célcio, todos em altas quantidades,
ocasionou um menor acumulo de gordura corpdrea em ratos. A ingestdo de proteinas do
soro de leite associada a dieta rica em lipideos propiciou menor acimulo de gordura
corporal em fémeas de camundongo C57BL/6J (SHERTZER et al., 2011). O consumo de
um produto a base de proteinas do soro de leite favoreceu a maior perda de gordura
corpdrea em pessoas adultas (FRESTEDT et al., 2008).

Entretanto, outros estudos relatam a auséncia de tal efeito causado pelo consumo
das proteinas do soro de leite. Pal, Ellis ¢ Dhaliwal (2010), por exemplo, ndo observaram
mudangas no total de massa magra ou total de tecido gorduroso apos 12 semanas de
suplementagdo com WPI em adultos com sobrepeso/obesidade. Nao houve diferenca na

quantidade de gordura na carcaga de ratos alimentados com a ingestdo de WPI ou com
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caseina (ELIA et al., 2006; ROYLE; McINTOSH; CLIFTON, 2008). O consumo de
proteinas do soro de leite combinadas ou ndo com creatina ndo diminuiu os niveis de

gordura corporal de homens acima de 48 anos (ELIOT et al., 2008).

4.10 TRIACILGLICEROIS

Como apresentado na tabela 8, a dieta ndo influiu sobre os niveis de triacilglicerois
(TAG) séricos, diferente do treinamento fisico e exaustao, que reduziram as concentragdes
desse parametro, embora de forma significativa apenas para o grupo SX.

Coerente com nossos resultados, Ramos (2001) também nao encontrou diferenca
entre as dietas com caseina, WPC e WPH, utilizando um protocolo de exercicio com
natacdo. Resultado idéntico foi obtido por Morifuji et al. (2005a) e Pal, Ellis e Dhaliwal
(2010), comparando a caseina e as proteinas do soro de leite. J& Abecia-Soria (2003)
encontrou que o consumo de dieta com WPH mostrou valores aumentados em relagdo ao
WPI, nido significativo apenas nos grupos sedentdrios. Haraguchi et al (2009) observaram
que as dietas elaboradas com proteinas do soro de leite aumentaram significantemente a
concentracdo de TAG séricos. Esse resultado ¢ similar ao obtido por Jacobucci et al (2001).
Nesse ultimo trabalho, as proteinas do soro de leite se equivaleram as proteinas da soja em
valores aumentados para os TAG séricos, em comparagdo a caseina, sendo, no entanto,
denotada a oscilagdo deste parametro durante o experimento (45 dias).

Em estudo com mulheres pés-menopausa, Pal, Ellis ¢ Ho (2010) encontraram que
o consumo de proteinas do soro de leite ¢ capaz de reduzir as concentracdes de TAG pods-
prandiais, em relacdo a caseina. Este resultado foi similar ao obtido por Bensabath (2009),
no qual o WPH apontou menores niveis nao apenas em relacdo a caseina, como a WPIL. No
entanto, deve-se ressaltar que a influéncia exercida pela dieta estd associada a atividade
fisica, visto que as variagdes ocorreram apenas nos grupos treinados.

No presente trabalho, exaustdo foi capaz de alterar significativamente os niveis de
TAG séricos. No entanto, os valores foram maiores nos animais que ndo foram levados a
exaustdo, exceto na dieta com WPC (na qual os treinados apresentaram valores menores
que o grupo SX). Contrariamente, Abecia-Soria (2003) observou valores significativamente
maiores nos animais levados a exaustao.

Dentre os animais ndo-exaustos, o0s animais sedentdrios apresentaram

concentracdes maiores de TAG que os treinados, excecdo apenas para 0s animais com
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alimentados WPH, no qual os grupos mantiveram niveis semelhantes. Essa reducao dos
teores de TAG séricos diante da execucdo de exercicio fisico também foi observada por
Bensabath (2009), de modo significativo. Responsavel pela remocao dos 4cidos graxos das
lipoproteinas, a lipase lipoprotéica estd aumentada no musculo durante um exercicio de
longa duragao (KIENS et al., 2004). Isto sugere que o musculo exercitado ¢ capaz de

utilizar mais TAG circulante durante o exercicio (CARNEVALI JUNIOR; LIMA, 2009).

4.11 ACIDOS GRAXOS LIVRES NAO-ESTERIFICADOS

A dieta ndo interferiu nos niveis séricos de acidos graxos ndo-esterificados (NEFA,
do inglés non-esterified fatty acids), como mostrados na figura 7. Esse resultado ¢
concordante ao obtido por Tassi, Amaya-Farfan e Azevedo (1998) e por Abecia-Soria
(2003). O mesmo foi observado por Ramos (2001) em estudo com dietas a base de caseina,
concentrado e hidrolisado, concomitante a um protocolo de exercicio com natagdo, e por
Pal, Ellis e Dhaliwal (2010), em trabalho promovendo a suplementagdo com proteinas do
soro de leite ou caseina, em individuos com sobrepeso € obesos. O consumo das proteinas
do soro de leite intactas promoveu um maior nivel de NEFA do que no caso da proteina

hidrolisada, apenas em animais sedentarios (BENSABATH, 2009).
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Figura 7. Médias dos niveis de acido graxo ndo-esterificado sérico + erro padrdo (n = 7). S =
sedentarios; SX = sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS = caseina;
WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada. Letras
minuasculas referem-se a diferenca entre as atividades fisicas. ANOVA multivariada de duas vias
com post hoc Duncan.
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O exercicio fisico estimula a lipolise, aumentando assim os niveis de NEFA
circulantes (RUSSEL et al., 2005). Esta condi¢cdo foi observada no presente trabalho, de
forma significativa, o que pode ser visto na figura 7. O d4cido graxo ¢ utilizado
preferencialmente durante o repouso e no exercicio de intensidade submaxima, ja que ¢
mantido por fibras do tipo I predominantemente. Como imediatamente apds o comego do
exercicio, ocorre a vasodilatacdo muscular, facilita-se a disponibilidade e a captagdo dos
acidos graxos livres. Juntamente, h4 um aumento na secre¢do de hormonios lipoliticos. A
atividade lipolitica do tecido adiposo ¢ regulada pelo balanco entre hormdnios
estimuladores (primariamente catecolaminas) e inibidores da lipase sensivel a hormonio
(como insulina), a qual degrada TAG em 4cidos graxos e glicerol (HOROWITZ; KLEIN,
2000).

A oxidacgao lipidica durante exercicio do tipo endurance permite a manutengao da
atividade fisica por maior tempo e posterga o consumo de glicogénio. O consumo de acidos
graxos como substrato requer a hidrdlise dos TAG do tecido adiposo, musculo e plasma,
além da liberagdo do 4cido graxo para mitocondria do midcito (HOROWITZ; KLEIN,
2000). As quatro principais fontes de lipideos que podem ser utilizadas pelo musculo
esquelético durante o exercicio fisico sdo: 1) os acidos graxos complexados a albumina no
plasma; 2) os acidos graxos presentes nos TAG das lipoproteinas e 3) os acidos graxos
estocados nos TAG no citoplasma dos midcitos; 4) os acidos graxos armazenados nos
adipdcitos entre as fibras musculares (perimisiais) (CARNEVALI JUNIOR; LIMA, 2009).
Dentro das células musculares, o TAG ¢ armazenado em goticulas lipidicas associadas as
mitocondrias. Em seres humanos, as fibras vermelhas oxidativas de contragdo lenta (tipo I)
apresentam mais TAG do que as fibras intermediarias (tipo Ila) e as fibras brancas
glicoliticas rapidas (tipo IIb). No entanto, o conteido real de TAG no musculo ¢
determinado por diversos fatores, como a atividade das enzimas de sintese e hidrolise, o
suprimento exogeno de dcidos graxos, a necessidade de substratos pela célula, a
composicao da dieta e o estado hormonal e de treinamento.

A oxidacdo lipidica corresponde a 40% a 50% da energia total consumida em
exercicio com 60% a 65% do VO, maximo, durante 180 minutos, em humanos. Os acidos
graxos livres plasmaticos contribuem com cerca de 24% do total da energia, enquanto 22%
seriam oriundos de TAG intramuscular (STELLINGWEREFF et al., 2007). J4 em exercicio
de intensidade 40% Wmax (carga méaxima), a oxidag@o de lipideos correspondeu a 55% do

gasto total. Aumentando-se a intensidade para 55% Wmax, cerca de 50% da energia foi
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oriunda de lipideos. Em intensidade de 75% Wmax, a contribuicdo caldrica de lipideos foi
de cerca de 24% (VAN LOON et al., 2001). No musculo em repouso quase a totalidade dos
acidos graxos oriundos das fontes extracelulares parece ser incorporado primeiro no pool
endogeno de TAG. Em situacao de exercicio, o acido graxo ¢ diretamente oxidado nas vias
de degradacao na mitocondria ou depois de entrar em um pool que possui um tempo de
turnover de apenas alguns poucos minutos.

Ja a redugdo da liberagcdo de insulina durante exercicio ou treinamento pode ser
responsavel pelo aumento nas taxas de turnover de NEFA durante os 30 primeiros minutos
de atividade (MARTIN III, 1996). Assim, a concentragdo de acidos graxos livres ¢ menor
no inicio do exercicio, aumentando gradualmente (HOROWITZ; KLEIN, 2000). O
treinamento elevou os niveis de acidos graxos livres, enquanto a exaustdo reduziu-os. Este
achado ¢ coerente ao proposto por Costill et al. (1977), os quais afirmam que quando
concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres sdo altas, a utilizagdo de glicogénio ¢
diminuida. Contrariamente, baixos niveis desse composto promovem a deplecdo dos
estoques de glicogénio, que ¢ uma das principais causas de exaustdo. Em exercicios com
intensidade que nao ultrapassa 80% a 90% do VO, maximo, os acidos graxos sdo substratos
importantes. Quando a atividade fisica excede 90% do VO, méximo, o substrato
preferencial passa a ser carboidrato, reduzindo a contribui¢do lipidica (CARNEVALI
JUNIOR; LIMA, 2009).

Similar aos resultados do presente trabalho, Abecia-Soria (2003), observou que os
animais levados a exaustdo apresentaram os menores niveis de acidos graxos livres em
relagdo aos demais grupos, sendo que o grupo treinado-exausto alimentado com isolado
diferiu estatisticamente. Bensabath (2009), no entanto, encontrou efeito oposto quanto ao
treinamento. Os animais treinados apresentaram valores menores que os sedentarios
(significativo para as dietas com proteinas do soro de leite). J4 Tassi, Amaya-Farfan e
Azevedo (1998) ndo observaram diferencas conforme a condigdo fisica.

Durante exercicio de alta intensidade, portanto acima do limiar de lactato, a
liberacdo de acidos graxos livres pelo tecido adiposo para o plasma ¢ menor do que em
exercicio moderadamente intenso (KANALEY et al., 1995). Uma possivel explica¢ao para
essa reducdo nos niveis plasmaticos de NEFA diante do aumento da intensidade acima do
limiar de lactato ¢ que lactato aumenta a reesterificacdo de acidos graxos livres (BOYD et

al., 1974). Outra possivel justificativa ¢ o aumento da competicdo entre acetil-CoA
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derivado do piruvato e do acetil-CoA oriundo de &cido graxo, para entrar no ciclo do citrato

(HOLLOSZY; KOHRT, 1996).

4.12 ALBUMINA SERICA

Quanto aos niveis séricos de albumina, ndo foi encontrada diferenca significativa,

seja por agdo da dieta ou do exercicio fisico, como mostrado na figura 8.
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Figura 8. Médias dos niveis de albumina sérica + erro padrdo (n = 6-7). S = sedentarios; SX =
sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do
soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada. ANOV A multivariada de
duas vias com post hoc Duncan.

A albumina ¢ a proteina mais abundante do sangue. Por apresentar uma alta taxa
absoluta de catabolismo em comparagdo a outras proteinas plasmaticas (WHICHER;
SPENCE, 1987), além de sua forma de detec¢do ser de baixo custo e de facil acesso
(CABRAL; CARVALHO; MISZPUTEN, 2001), a albumina ¢ um importante marcador do
estado nutricional protéico.

O efeito do consumo do WPH sobre a concentracdo sérica de albumina também
ndo ¢ conclusivo. Concordante com o resultado encontrado no presente trabalho, estudos de
nosso laboratorio mostram que o consumo WPH ndo alterou os niveis de albumina sérica
(RAMOS, 2001; BENSABATH, 2009). No entanto, outros trabalhos também de nosso
laboratério indicam o contrario. Pimenta et al. (2006) encontraram niveis

significativamente maiores para os grupos alimentados com WPH, em comparagdo com
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WPI. A a-lactalbumina hidrolisada também foi capaz de elevar os niveis de albumina sérica
em comparacdo com a mesma proteina na forma isolada e com a caseina (TASSI;
AMAYA-FARFAN; AZEVEDO, 1998). Na literatura encontramos que apds a indugdo de
hepatotoxicidade, Gad et al. (2011) observaram que a suplementagcdo com WPC
possibilitou aumento dos niveis de albumina. Haraguchi et al. (2009) nao observou
mudanga nesse parametro diante do consumo de proteinas do soro de leite, em relagdo a
caseina.

O exercicio fisico ndo apresentou impacto sobre os niveis de albumina sérica no
trabalho de Tassi, Amaya-Farfan e Azevedo (1998) e Lippi et al. (2004). Pimenta et al.
(2006), encontraram que o treinamento apresentou pequena influéncia, elevando os niveis
apenas no grupo treinado alimentado com o WPH, em relacdo ao grupo sedentario de
mesma dieta. Ja Bensabath (2009) observou que o treinamento permitiu o aumento

significativo desse parametro em todas as dietas.

4.13 PERFIL DE AMINOACIDOS LIVRES SERICOS

Os resultados da concentracdo de aminodcidos séricos sao apresentados na tabela 9.
Nesse parametro, a dieta influenciou apenas os niveis do aminodacido triptofano, como visto
na figura 9. As duas dietas elaboradas com proteinas do soro de leite propiciaram uma
elevacao significativa da concentragdo desse aminoacido, que pode ser justificada por essas
proteinas apresentarem altas concentragdes de triptofano (SGARBIERI, 2004). Sabe-se que
a concentracdo plasmatica deste aminoacido na forma livre pode provocar alteragdes no
nivel de serotonina cerebral, uma vez que o triptofano é seu precursor. A serotonina, por
sua vez, pode contribuir no aparecimento da fadiga central (NEWSHOLME;
BLOMSTRAND, 2006). No entanto, os animais alimentados com dieta elaborada com
proteinas do soro de leite alcangaram um tempo até a exaustdo similar aos animais
alimentados com dieta com caseina. E conhecido, ainda, que os niveis de aminoacidos de
cadeia ramificada também podem influenciar a concentracdo de serotonina, pois esses
aminoacidos competem com o triptofano livre pela entrada no cérebro, através da barreira
hemato-encefalica (FERNSTROM, 2005). Embora fonte de BCAAs, as proteinas do soro
de leite ndo proporcionaram aumento nos niveis séricos desses aminoacidos. Contudo, este
resultado € coerente com a resposta ao tempo de exaustdo, que ndo apresentou alteragdes

oriundas das dietas.
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Tabela 9. Concentragdo dos aminoacidos livres séricos (uMol/L)

Asp Glu HPro Asn Ser Gln Gly His Arg Thr Ala
g M8 152,1 40,3 35,6 2504  620,1°°  236,7° 73,5 28,4 2317 4077
+7,1 +17,9 +3,7 +2.4 +2,7 £27.0 +7.1 +45 +1.,6 +1,2 +16,3
SX 20,7° 171,2 35,9 26,3 21,5  671,9*  289,0° 69,5 29,3 218,1 375,35
CAS +5,3 +4.8 +5,2 +1,9 +19,3 +491 +373 +7,1 +1,8 +26,9 +45,0
T 338 167,3 40,3 20,3 258,6  574,7° 2894 60,9 29,2 2247 3715
+0,4 +27,6 +0,5 +4,1 +29,8 +47.0 +39.6 +9,0 +2,6 +7,5 + 63,3
X 27,0° 140,2 45,0 33,6 2852  752,0°  333,6° 758 40,5 2573 496,7°
+11,6  +£107,5 +9,0 £5,2 +£39,0 +£53.1 +33,8 +5,1 +£6,2 £239  +174
g 530 152,1 35,0 25,0 24477 6451 2604° 72,1 29,5 2853  361,1°
+1,1 +5,5 +3,9 +2,0 +87  +459  +4,1 +2.5 +42 +7,9  +384
IX 26,8° 221,9 36,5 29,1 264,1 740,7° 3144 79,1 32,1 238.8 460,9°
WPC +15  +£140 15 +0,5 +73 +6,7 +8.4 +3,0 +0,5 +4,1  +456
T 392 158,2 38,6 22,0 2538  640,2°  297,6® 68,0 29,4 2714 4458°

+0,8 +5.4 +1,8 +1,8 +78  £102  +7.6 +72 +0,5 +10,6 +9.8
o 25,7° 2148 38,9 27,0 2427  6773* 3165 724 32,1 246,5  427,9°
+2,9 + 25,7 +0,2 +9,8 + 13,7 +459 +153 + 8,4 +44 +20,2 +39.8
g 365 166,8 29,9 26,7 2639 6219  2951° 68,7 29,8 2334 3824°

+8.5 +£95 +3.6 +35 +0,7  +343  £62 +4.8 +25 +8.1 +1.8
SX 20,4°  216,8 41,7 29,3 236,6  721,5*  307,0° 69,9 37,9 2169 5704
WPH +85 +1,0 + 1,4 +7,0 +80  +£149 +14 +6,8 +3,6 +46  +£580
T 2 163,3 38,2 20,4 2413  601,0°  279,9® 66,6 29,1 276,7  371,9°
+13  +149  £58 +85  +11,1  +01,8 +160  +05 +74  £260  +£242
x 262 b 1913 38,9 25,6 2550 6794 331,5° 69,1 35,1 2814 4826
+38,2 +21,6 +7,3 + 8,0 +26,9 +5,1 + 38,7 +7,9 +5,6 +37,3 + 30,7

*Arg + Tau. Médias dos niveis de aminoacidos livres séricos * erro padrio (n = 2). Letras minusculas referem-se a diferenga entre as

atividades fisicas e letras maitsculas referem-se a diferenca entre as dietas. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.
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Cont. Tabela 9. Concentragdo dos aminoacidos livres séricos (uMol/L)

Pro Tyr Val Met Cys Ile Leu Phe Trp Lys

g 1203 512 141,1° 58,7 11,1 82,9°  128,7°  773% 200 3657

+1,7 +0,6 +1,9 +11,9 +0,5 +0,1 +2,9 +1,7 +22 +43,5

SX 109,6 72,2% 150,4" 58,8 15,5 71,7* 124,0° 72,9% 20,95 389,2

+ 13,5 +18,1 +15,6 +4,6 +4.4 +63 +11,0 +0,3 +25 + 66,8

A 1150 587" 1403° 518 130 818" 131,8° 697" 225 3862
T b b b 9 9 b b b 9 b

+4,1 +2,0 +12,7 +3,3 +3,4 +78 + 14,8 +6,7 +22 +13,1

x 1374 74,9 181,0° 59,9 13,1 1004*  1749*  925° 2815 4598

£11,5 +1,1 +0,8 +0,8 +1,7 +0,7 +£5.2 +£0,7 £0,8 +74,8

g L6 37,6 139,9° 53,7 10,6 80,5°  127,9°  702°  235%° 3905

+184 +22 +143 + 8,2 +1,9 +0,3 +12,8 +3,4 +22 +314

SX 122.,0 63,5" 177,5° 66,5 10,6 100,7* 161,0° 94,0% 32,01 436,5

+1,1 +3,1 +7.0 +0,1 +0,3 +6,7 +5,6 +2.2 +35 +39.3

Wre 113,1 43,5 144,6° 55,2 14,0 81,0° 1268  753° 252 4319
T b 2 b b b b b b b b

+3,8 +32 +17,3 +10,2 +1,.2 +8,4 +173 +5,4 +0,6 +19,1

x ! 18,1 71,4° 182,9* 64,3 14,4 103,74 170,5" 94,0% 31,74 420,0

+15,1 +83 +£239 £11,0 +0,6 +£98 +21,8 +75 +1,1 +58,8

g 1124 43,6° 1434° 46,1 14,2 82,00 133,53  684° 215" 3528

+ 8,4 +5,3 +9.6 +2,5 +3,8 +64 +3,8 +3,2 +1,0 +5,3

SX 130,8 64,0° 184,7° 56,4 12,3 113,5  179,4° 96,4" 29,74 407,2

+1,3 +4.8 +75 +1,1 +0,3 +24 +2,1 +0,5 +1,2 +24,0

WhH 119,6 42,8°  130,2° 50,4 10,3 70,7°  1214°  642° 2254 3695
T b b 9 9 9 b 9 b b b

+19,8 +25 +1,2 +7,7 +0,5 +22 +5,2 +2,8 +273 + 38,4

TX 122,1 63,3" 153,7* 60,5 11,9 92,2° 146,3" 88,17 30,41 484,9

£9,9 +12,2 +17,5 +7,0 +33 +6,9 +10,1 +6,9 +3,2 +76,2

Médias dos niveis de aminoacidos livres séricos * erro padrao (n = 2). Letras mintisculas referem-se a diferenca entre as atividades fisicas e
letras maiusculas referem-se a diferenca entre as dietas. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.




Oos
B SX
mT
mTX

CAS

Figura 9. Médias dos niveis séricos de triptofano + erro padrdo (n = 2). S = sedentarios; SX =
sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do
soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada. Letras maiusculas referem-
se a diferenca entre as dietas. ANOVA multivariada em duas vias com post hoc Duncan.

No que se refere ao condicionamento fisico, a exaustao exerceu influéncia sobre
uma quantidade maior de aminoacidos, como destacado na tabela 10. Trp, Ala, Tyr,
Phe,Val, Ile e Leu estavam em maiores concentragdes nos animais submetidos a exaustao,
sem diferencas entre os grupos SX e TX. Com menores concentragdes, os animais S e T

também nao diferiram entre si. E valido lembrar que os aminoacidos Ile, Leu e Val, além de

Tabela 10. Agrupamento dos aminodacidos livres séricos conforme efeito do exercicio/exaustdo

Aminoacidos

Ala
Tyr
Trp
TX=SX>T=S Phe
Leu
Ile
Val

> Maior, sem diferenca estatistica; > maior, com diferenca estatistica. S = sedentarios; SX =
sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos. ANOVA multivariada de duas vias
com post hoc Duncan.
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serem considerados essenciais, apresentam uma estrutura similar de uma cadeia ramificada
(SHIMOMURA et al.,, 2006), por isso sdo conhecidos como aminodcidos de cadeia
ramificada (BCAAs, do inglés branched chain amino acids). Eles tém grande importancia
no metabolismo muscular, pois sdo os primeiros aminoacidos a serem degradados pelo
musculo (diferente de outros aminoacidos que sdao oxidados no figado), fornecendo
intermediarios para o Ciclo de Krebs por meio de reagdes de anaplerose, o que poupa o
consumo de estoques de glicogénio e a proteina muscular, além de fortalecer o sistema
imune (UCHIDA et al., 2008). As proteinas do soro de leite sdo sempre listadas como
fontes desses aminoacidos, embora nao tenha sido encontrada relacdo entre dieta e niveis
séricos dos BCAAs no presente trabalho.

A alanina ¢ outro aminoécido que apresentou diferenca significativa neste trabalho,
e que participa ativamente do metabolismo muscular. Ela pode ser formada a partir da
degradacao de aminodcidos no musculo, alcancando a corrente sanguinea até chegar ao
figado, onde ¢ capaz de ser metabolizada em glicose, fornecendo energia para a realizacao
do exercicio, por meio do ciclo de Cori. Resultado parecido ao dos aminodacidos citados, a
glutamina mostrou concentragdo superior para os animais exercitados. No entanto, SX e TX
foram significativamente distintos apenas dos grupos treinados. De modo semelhante a
alanina, a glutamina pode ser formada na degradacdo de aminoacidos musculares, a partir
de glutamato e NH,", e ser, entdo, metabolizada no figado. Diferente dos demais
aminoacidos, o aspartato encontrou-se significativamente em menor nivel nos animais
exercitados, também sem diferencas entre SX e TX, ou entre S e T. J4 a glicina apresentou
niveis maiores para os grupos TX, diferindo estatisticamente apenas dos grupos sedentarios.

Diferente deste trabalho, Norton et al. (2009) encontraram maiores concentragdes
de leucina plasmatica em ratos alimentados com proteinas do soro de leite, em comparagao
a dieta com trigo. Este resultado foi relacionado uma maior sintese de proteina muscular,
parametro também observado nos grupos alimentados com proteinas do soro de leite. O
nivel de BCAAs pos-prandial foi aumentado estatisticamente apos ingestdo de proteinas do
soro de leite, comparado a caseina (HALL et al., 2003). Alanina, arginina e glicina foram
significativamente mais concentradas no soro de animais treinados alimentados com
proteinas do soro de leite, em relagdo a animais treinados alimentados com dieta a base de
caseina (MORIFUJI; SAKAI; SUGIURA, 2005).

Estudando mudancas de comportamento dos aminoacidos no sangue apos ingestao

de distintas fontes de proteinas do soro de leite, Farnfield et al. (2009) observaram que nao
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houve diferengas entre o consumo de WPC e a B-lactoglobulina. No entanto, apds 45
minutos, os niveis de leucina foram significativamente menores para WPH, quando
comparado a B-lactoglobulina. Boza et al. (1995) ndo observou diferengas no perfil de
aminoacidos séricos entre WPH e a forma nao-hidrolisada. Comparando os efeitos de
proteinas do soro de leite com caseina, sendo ambos na forma nativa e WPH, Morifuji et al.
(2010) observaram que niveis plasmaticos de aminoacidos totais foram maiores entre 10 e
45 minutos quando a proteina consumida foi WPH. Entretanto, esse nivel foi
significativamente menor aos 90 minutos, em relacdo a proteina integra. Esse mesmo
parametro foi significativamente maior no grupo com proteinas do soro de leite, comparado
a proteinas da soja. Os niveis de BCAAs também foram maiores com as proteinas do soro
de leite. As concentragdes plasmaticas de Thr, Arg, Met, Val, Ile, Leu foram
significativamente maiores para individuos suplementados com proteinas do soro de leite
(ESLAMI et al., 2009). Os autores concluem que a suplementacdo com proteinas do soro
de leite apds uma sessdo de exercicio de for¢a ndo apenas compensou a queda dos niveis
plasmaticos de aminoacidos, como aumentou seus niveis.

Contrario aos resultados desse presente trabalho, a fenilalanina apresentou
concentracdo arterial maior a partir da ingestao de proteinas do soro de leite, seja antes ou
depois do exercicio (TIPTON et al., 2007). Dideriksen et al. (2011) encontraram que a
ingestdo de proteinas do soro de leite significativamente aumentou os niveis de leucina
plasmatica, aminoacidos essenciais € aminoacidos totais, em 30 e 60 minutos apoOs ingestao,
quando comparado ao consumo de caseinato antes € apos sessdo de exercicio de for¢a em
idosos. No entanto, aos 150 minutos, esses valores igualaram-se aos grupos alimentados
com caseina. Similar, os niveis de leucina e aminoacidos essenciais foram
significativamente maiores para as proteinas do soro de leite at¢ 120 minutos, do que
caseina e caseina hidrolisada (PENNINGS et al., 2011), também em idosos.

Quanto ao exercicio, e concordante com alguns resultados deste presente trabalho,
Morifuji, Sakai e Sugiura (2005) observaram que animais treinados apresentaram niveis
séricos de Asn, Gln, Hys, Pro, Thr, Tyr, Ile, Leu e Val significativamente maiores que os
animais sedentarios, em ambos os grupos alimentados com caseina. Eslami et al. (2009)

encontraram que ap6s uma hora de exercicio de forga os niveis de treonina foram elevados.
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4.14 PERFIL DE AMINOACIDOS LIVRES MUSCULARES

A andlise de aminodacidos livres no misculo demonstrou uma grande influéncia da
dieta e do condicionamento fisico, conforme tabela 11. Dos 22 aminoacidos analisados, 18
apresentaram efeito da dieta, com destaque para a superioridade das proteinas do soro de
leite. Alguns aminodcidos comportaram-se de maneira similar e foram agrupados conforme
tabelas 12 e 13. Os animais alimentados com WPH apresentaram niveis significativamente
maiores de 16 aminoacidos (Trp, Phe, Leu, Ile, Cys, Met, Val, Tyr, Pro, Ala, Tau, His, Gly,
Ser, Asn, Asp), em relacdo a caseina. Desses, 10 sdo também estatisticamente mais
elevados que as proteinas do soro de leite concentradas (Leu, Ile, Met, Val, Tyr, Pro, His,
Gly, Asn, Asp). Nota-se que os BCAAs estavam presentes em concentragdo superiores nos
soros de animais alimentados com WPH e WPC, de forma que ¢ provavel que as proteinas
do soro de leite, sendo fontes de BCAAs, tenham propiciado maior acimulo desses
aminodcidos no musculo, que sdo os mais prontamente utilizados em situagdes de
protedlise, como o momento do exercicio. O triptofano que foi o tinico aminoacido a ter a
concentracdo sérica influenciada pela dieta, com maiores niveis para 0s animais
alimentados com as proteinas do soro de leite, também apresentou comportamento similar
no musculo. As proteinas do soro de leite sdo fonte de cisteina (SGARBIERI, 2004), o que
justifica seu maior nivel no musculo, na forma livre. Embora ndo apresentados na tabela 12,
hidroliprolina e arginina também apresentaram interferéncia da dieta. Em ambos, a dieta
com caseina propiciou significativamente maiores niveis musculares, quando comparado
com o WPC. No entanto, apenas para hidroxiprolina essa diferenca foi estatistica também
em relagio a0 WPH. Acido glutimico, glutamina, treonina e lisina nio apresentaram
mudanga significativa por acao da dieta.

Os niveis de aminoacidos livres no musculo apresentaram grandes variagdes pelo
efeito do treinamento e/ou da exaustdo, sendo que alguns se portaram de maneira
semelhante e foram agrupados na tabela 13. Os animais TX apresentaram maiores niveis
séricos de 15 dos 22 aminoacidos livres analisados, sendo a diferenca significativa para
nove (Trp, Leu, Ile, Val, Tyr, Pro, Ser, Asn, Asp), em relagdo aos grupos treinados.
Comparando-se aos grupos SX, os animais TX foram estatisticamente mais concentrados
em seis aminoacidos (Lys, Trp, Leu, Tyr, Glu e Asp). Ainda, seis aminoacidos (Phe, Val,

Tyr, His, Glu e Asp) apresentaram niveis séricos significativamente maiores para 0s
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Tabela 11. Concentragao dos aminoacidos livres musculares (uMol/kg)
Asp Glu HPro Asn Ser Gln Gly His Arg Tau Thr

27,2 1237,7°  285,0%  246,7°°  886,9%°  3813,3" 4300,5° 261,0°° 8893,7% 98662 64144

S 0,4 + 58,6 +1,5  +149 +£51,9 +£2573 +1168 +48  +611,7 +366,8 +52,0
SX 143,8°  1181,2% 213.4"° 232,0% 932,0%° 31234° 47064% 2954% 8267,7* 9454,1%* 61759
CAS +75 +6,8 +7,6 +6,7 +95 +6,8 +133 +6,4 + 8,0 +5,7 +84

T 102,3° 14509  305,3%  2364%°  810.8%  3836,6° 4968,0° 249,1%  97954% 9962,7°" 33682
+11,6 +16,1  £260 +389  +266 +842 +1634 +21,1 +£1063 +6573 +2768,6

TX 14423 868,7°  238,9"°  271,6%  931,2%  3560,0° 46203% 301,1% 93568 9897.0%° 66194
+607,5 +814 +45 +37,8  £55,1 +4512 +4351 +£50,2 +803,8 £1369 +179,1

S 375,05 1054,0° 321,35 2594 1053,0"° 4147,1° 4846,6° 172,3%°  7907,8® 10854,5%*  7037,9

+10,0  +269 +45 +30,1 +166,6 +206,6 +133,8 +83  +7394 +£5342  +5583

SX 642,85 1066,4™ 164,250 24465 1143,8*" 3589,1° 4688,1° 242,95  8505,0° 10336,1°% 61624

WPC +249  +712  +£14,8  +£279  +£2494 +£2593 +£2884 +£52  +£4730 +50,8 +2193
T 664,25 12572  211,8%  212,8%° 1067,3*° 3992,0° 4761,6° 312,6%  7462,3® 10209,5*%® 6529,7

+29.0 +4,1 +21,9 +25  +158,6 +4745 +£3448 £551 @ +124 +£4323 +£1729

TX 274965  1623,5°  181,1%° 327,95 1665,0" 3657,3" 47544% 385,6% 78519 9346,7°% 71373
£271,9 +£2332 £156 +24  +357,1 +£2086 +189,8 +0,9 +8169 +£3312 £5229

S 7485 1077,2°  224,0%  263,8"°  1182,6"° 3741,5° 4887.2"% 289,6° 8082,3"® 10371,7%* 651122

+1,7 +1764  +£3,8 +269  +£67,8 +1465 +443,8 +504 +107,0 +£2684  +1418

SX 2187,5% 12137 198,8%° 35442 13576 3200,9° 4711,0° 381,2% 7837,6" 11244,8"  6414,8

WPH +355  +752 +8.4 +272  +1604 +186,6 +£1744 +£240 +107,0 +512,9 +373.6
T 1891,3%  1242,6® 279.2B  3397°°  1363,0%° 3942,5% 54904* 377,1** 9022,4*% 107058  6511,6

+1773 +£58,1  £359 +454 +1422 +£359 +£191,3 +£451 +£2281 +1524  +1212

TX 3073,6°*  1592,6°  232,0%°  3752%  1711,4* 3261,1™ 5916,2* 373,9% 88953  9717,0%° 74263

+32,5 1217 +4,0 +39,5 +£163,8 £223,7 +£310,7 £23,6 £6348 +176,2 +373.3

Médias dos niveis de aminoacidos livres musculares * erro padrao (n = 2). Letras mintsculas referem-se a diferenca entre as atividades
fisicas e letras maitsculas referem-se a diferenga entre as dietas. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.




Cont. Tabela 11. Concentragdo dos aminoacidos livres musculares (uMol/kg)

Ala Pro Tyr Val Met Cys Ile Leu Phe Trp Lys

S 394485  318,1% 288  140,5% 16,1 25,48 178,55 1756  554% 15,3%°  1314,9®

+308,6 +189 +83 +11,6 +0,1 +1,7 +14,5  +208 +1,0 +0,1 + 54,6

SX 350498 27955 61,0  158,8“®  31,9® 29,48 58,65  193,7%*  821%° 29,0%° 9300

CAS +11,2 +8,7 +£55 +85 +6,7 +42 +7,6 +7,6 +6,1 +49 +6,8
T 3539,6° 3477 720 131,6° 182" 36,28 26,8%°  122,9%  144,0%  223%  1167,0°
+6554 +304 +2,1 +1,3 +0,7 +6,1 +3.2 +73  +£103,1 +£1,6 +1340
TX 2750,3%  232,1%* 64,9 2235 552 35,98 90,5 2012  108,0*  43,9%  1129,8°

+4325  +97 +5,1 +239  +10,1 +3,1 +74 +0,6 +73 +54 +42
S 40452 29578 7328 14845  31,5% 4458 470% 1475 76,9 229"  1234,0®

+302 +350 +164  +184 +2.1 +£25 £2.6 +5,0 +£9,0 £0,7  +£321,1

3 SX 3884248 34985 4828 228 8% 102,6°  36,7°®  119,6°° 196,5%° 1759 412  821,1°
IN WPC +558,5  £65,5 +£52 +40,1 +528 +74 +42.5 +7,1 +71,7 +£5,6 +13,9
T 2816,7°% 23328 112,35 2342%  67,9%  376%%  972%°  2634%°  204,7% 433"  1119,8®

+3978 +£17,8 +308  +£123 +272 +£52 +93 +£30,5 +894 +185 + 83,2
TX 4604,4"® 42485  164,8% 33395 1576 39,6  222,7%  4824%  236,8" 78,5 17434
+716,6 +£249  +£112  +£546 21,7 +£0,6 +3,8 +304 +132  +204 +1388

S 359294 2975% 88,14 2043%  157,0°° 32,9 2357°°  476,5° 156,9"°  44,9° 5852
+86,3 +235 +£10,1 +13,0 +£340 +4,1 +242  £121,9  +36 +£98  +4842

SX 4602,9" 487,8"° 153,44 53228 16824 40,74 3073 5779  298.8% 70,5  930,5°

WPH +£1104  +£23.1 +£2,0 + 63,9 +6,7 +£25 +534  +434  £295 +£2,0 +41,8
T 4278,5%  444,1°™  158,1°°  491,5" 2008  482%  272,1*"  608,7""  237,1** 51,6  1410,0®

+5822  +£12,7 +19,8  +253  +368 +£0,9 +£225 +192  +35,6 +£3.2 +95
TX 4917,5% 6114 2147  526,3%  1632%  60,9*  372,7%*  720,6 286,00 753  1004)2°
+£419,9  +£72,1  +£422  +280 +55 +188 +1139 +£177,1 +£249 +175 +188,7

Médias dos niveis de aminoacidos livres musculares * erro padrdao (n = 2). Letras mintsculas referem-se a diferenca entre as atividades

fisicas e letras maitsculas referem-se a diferenga entre as dietas. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.



Tabela 12. Agrupamento dos aminoacidos livres musculares conforme efeito da dieta

WPH>WPC>CAS WPH>WPC= CAS WPH=WPC>CAS WPH>CAS*

Met Leu Trp Cys
Val Ile Phe Ala
Tyr Pro Ser Tau
Asp His

Gly

Asn

> maior, com diferenca estatistica; =~ sem diferenga estatistica; * WPC nao diferiu estatisticamente
dos outros grupos. CAS = caseina; WPC = proteina do soro de leite concentrada; WPH = proteina
do soro de leite hidrolisada. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

animais treinados, em relacdo aos grupos sedentarios (ndo-exaustos). Gly, Arg, Thr, Ala,

Cys nao demonstraram alteragao causada pelo condicionamento fisico.

Tabela 13. Agrupamento dos aminoacidos livres musculares conforme efeito do exercicio/exaustdo

TX>SX~=T=S TX~=SX~=T>S TX>T=S*
Trp Phe Ile
Leu His Ser
Asn

> maior, com diferenca estatistica; =~ sem diferenca estatistica; * SX ndo diferiu estatisticamente dos
outros grupos. S = sedentarios; SX = sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos.
ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Diferente da analise de aminoacidos livres no plasma ou soro, que possui diversos
artigos para comparagao, a andlise de aminoécidos livres musculares parece ser uma analise
pouco empregada, dificultando a comparacao dos resultados.

Essén-Gustavsson e Blomstrand (2002) também encontraram uma redugdo
significativa de acido glutamico livre no musculo de atletas apds execugdo de exercicio,
comparado com momento antes do exercicio. O mesmo ocorreu com fenilalanina e valina,
sendo significativo apenas nas fibras do tipo II. Diferente de nossos resultados, o trabalho
citado demonstrou aumento significativo dos niveis de tirosina e metionina. Destaca-se,
contudo, a diferenca de protocolos, uma vez que no trabalho mencionado, foram estudados

atletas, com sessdo prévia de exercicio intenso para reduzir os estoques de glicogénio. Os
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niveis de lisina foram significativamente aumentados no musculo soleus de ratos que foram
permitidos correrem de forma voluntdria, em relacdo a ratos sedentdrios. Diferentemente,
treonina e serina foram reduzidos, embora de modo nao significativo (NAGAO et al., 2010).
O exercicio causou aumento na producdo muscular liquida de treonina, lisina e tirosina

(VAN HALL; SALTIN; WAGENMAKERS, 1999).

4.15 CORTICOSTERONA SERICA

No que se refere aos niveis séricos de corticosterona, nao houve diferencas
estatisticas, contrario ao previsto. E possivel que isso se deva ao pequeno numero de
amostras/grupo final (n=4) para esse experimento. Todavia, ¢ notavel a equivaléncia dos
niveis séricos resultantes do consumo de WPH, o que permite especular sobre um possivel
efeito redutor dos niveis de corticosterona por acdo de WPH. Nao foram encontrados,
contudo, trabalhos sobre a relacdo das proteinas do soro de leite e este hormdnio, o que

limita a discussao.

Tabela 14. Niveis de corticosterona sérica

Grupos de atividade fisica
S SX T TX

Corticosterona sérica (ng/mL)

CAS  458,2 £479 515,2 +47,8 3478 +£17,2 4454 +55,4

WPC  370,6 +£50,4 475,2 £50,4 4273 +£46,9 387,1 +48,1

WPH  396,8 +66,6 398.8 £594 387,0 £44.4 386,1 +52,7
Valores médios de corticosterona sérica £ erro padrao (n = 4). S = sedentarios; SX = sedentarios-
exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC = proteina do soro de leite

concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada. ANOV A multivariada de duas vias com
post hoc Duncan.

A corticosterona ¢ um glicocorticdide produzido por roedores, enquanto em
humanos, o hormoénio correspondente ¢ o cortisol (CONTARTEZE et al., 2007). Os
glicocorticoides, juntamente com as catecolaminas, sao os primeiros hormonios liberados
em resposta a situacdes de estresse (MOSTL; RETTENBACHER; PALME, 2005).

Quanto a efeito de dietas, Markus et al. (2000) encontraram niveis de cortisol da
saliva de humanos foram diminuidos diante do consumo de dieta enriquecida com a-
lactalbumina, uma importante fragao das proteinas do soro de leite, rica em triptofano,

diferentemente de Scrutton et al. (2007). Condizente com esse segundo estudo, a ingestao
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de proteinas do soro de leite suplementadas junto a diferentes fontes de carboidrato nao
causou alteracdes nos niveis de cortisol em individuos que treinavam exercicio de peso,
com relacdo ao grupo controle (sem suplementacdo) (KREIDER et al., 2007). Similar,
Hoffman et al. (2010) ndo encontraram diferencas nas concentragcdes de cortisol com a
suplementagao de proteinas do soro de leite versus placebo (maltodextrina), mediante
exercicio de for¢a, em humanos.

Testando a suplementagdo de farelo de aveia em ratos treinados com natacdo por
oito semanas e submetidos a exaustao, Donatto et al. (2010) encontraram resultados em
proporcao diferente aos obtidos no presente trabalho. Os animais exaustos apresentaram
niveis significativamente maiores que os animais sedentarios.

Estudando efeito do exercicio, De Araujo et al. (2011) encontraram valores
significativamente menores de corticosterona para animais em treinamento periodizado
linear na 2* e 3* medigdes (na 10* e 12 semana), em comparagdo com animais sedentarios.
No entanto, na 1* medi¢do (apds seis semanas) a concentracdo foi maior para o grupo
treinado. Resultado similar foi apresentado em relagdo aos animais sacrificados no inicio do
experimento (control baseline). O treinamento prévio impediu o aumento dos niveis de
corticosterona em ratos submetidos a estresse agudo (Leandro et al., 2006). Murakami,
Hasegawa e Yoshinaga (2011) ndo encontraram diferengas nos niveis de corticosterona
com corrida em esteira, em ratos. J& El Elj et al. (2007) observaram que o treinamento
endurance aumentou os niveis de corticosterona. Aumento dos niveis desse hormonio apos
o exercicio foi obtido também por Chennaoui et al. (2002).

A mistura de proteinas do soro de leite com a caseina proporcionou a redu¢do dos
niveis de cortisol em porcos, inversamente proporcional ao teor das proteinas do soro de

leite (LARSON; DONOVAN; POTTER, 1996).

4.16 ACIDO URICO SERICO

Para tornar a andlise de agdo antioxidante mais abrangente, optou-se por estudar
parametros in vitro e in vivo, sendo este ultimo analisado em nivel sérico (acido urico) e
celular (eritrocito), conforme proposto por Nikolaidis e Jamurtas (2009).

Quanto aos niveis séricos de acido urico, este trabalho ndo demonstrou diferencas
significativas, por a¢cdo da dieta ou do condicionamento fisico, de acordo com a tabela 15.

Ressalta-se, contudo, que a grande variacdo nos valores obtidos para este parametro
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dificulta sua interpretacdo e acarreta em uma analise inconclusiva. Embora nao
significativo, a exaustdo causou a elevacdo dos niveis de acido urico sérico, com excecao
apenas para o grupo sedentario alimentado com caseina. Nao aparentou haver diferencgas
entre os animais SX e TX.

Os niveis de acido turico sao indicadores de estresse ou dano oxidativos (TAULER
et al., 2006), por ser um potente agente de captura de radicais livres em tecidos humanos e
animais (HELLSTEN et al., 1997). Este composto também ja foi associado com
degradacao protéica, pois € resultado do metabolismo de purinas. No entanto, essa fungao

esta em desuso e, atualmente, ele tem sido relacionado a protecdo antioxidante.

Tabela 15. Niveis de acido urico sérico e glutationa reduzida em eritrocitos

Grupos de atividade fisica

S SX T TX
Acido trico sérico (mg/dL)
CAS 2,52 +1,13 1,91 +£0,17 0,88 £0,12 2,10 £0,19
WPC 1,11 0,11 1,53 +£0,32 1,66 + 1,05 1,75 +0,33
WPH 0,43 +0,12 1,84 +0,33 1,31 £0,49 2,08 +0,36

Glutationa reduzida em eritrocito (mg GSH %)

CAS 73,32 +£4,87 56,08 + 14,43 67,49 +5,42 65,05 +13,47

WPC 75,50 +£5,77 62,91 +13,92 74,67 +8,20 67,99 +11,05

WPH 78,84 +5,38 73,66 +8,73 73,51 +£10,17 65,56 +£9,17
Valores médios + erro padrio; n = 6 — 7 (acido urico); n = 5 (glutationa reduzida). S = sedentarios;
SX = sedentarios-exaustos; T = treinados; TX = treinados-exaustos; CAS = caseina; WPC =

proteina do soro de leite concentrada; WPH = proteina do soro de leite hidrolisada. ANOVA
multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

O unico estudo encontrado para comparagdo para este parametro, a respeito da
dieta com proteinas do soro de leite, demonstra que o consumo de proteinas do soro de leite
ou de soja por mulheres jovens resulta em niveis similares de dacido trico sérico
(BAZZOLI; HILL; DISILVESTRO, 2002).

Apo6s uma Unica sessao de exercicio, individuos nao treinados apresentaram niveis
de 4cido urico sérico mais elevado, no trabalho de Kaya et al. (2006). Estudando alteracdes
metabolicas oriundas do endurance, Lippi et al. (2004) encontrou valores séricos de acido
urico menores em atletas em comparagdao a individuos sedentarios. Apés 12 horas da
finalizacdo de uma maratona, atletas apresentaram valores significativamente mais baixos,

sendo os niveis normalizados até 24 horas (ZBIGNIEW et al., 2010). Concentragdes séricas
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aumentadas de acido urico foram apresentadas por ratos sedentarios e ratos treinados, apos
o treinamento por 10 e 12 semanas. Os autores mencionam que a falta de estudos sobre esse
composto dificulta a sua comparacao (DE ARAUIJO et al., 2011). Como ja especulado a
partir dos resultados deste presente trabalho, a exaustdo aguda causou a elevagdo das
concentragdes deste composto em ciclista (NEUMAYR et al., 2003, AGUILO et al., 2004;
TAULER et al., 2006). No entanto, Antunes-Neto et al. (2006) observaram que os niveis de
acido trico de ratos foi reduzido, embora ndo significativamente, até duas horas apos a
exaustdo, elevando-se de modo significativo apos 3 horas. Ainda neste trabalho, os autores
afirmam que o protocolo de exercicio exaustivo realmente elevou o nivel de estresse
oxidativo detectado entre duas a trés horas apds exercicio para todos os pardmetros
analisados. Portanto, é possivel que nossa auséncia de respostas significativas deva-se a

dosagem dos parametros logo apds realizada a exaustao.

4.17 GLUTATIONA REDUZIDA EM ERITROCITOS

Diferente do relatado em alguns estudos, os niveis de glutationa reduzida nos
eritrocitos nao foram alterados por agdo da dieta ou do exercicio fisico, conforme tabela 15.
No entanto, ressalta-se a grande variagdo obtida entre os animais de um mesmo grupo.
Outro fator a se considerar ¢ o baixo numero de amostras por grupo (n=5).

E sabido que o exercicio induz multiplas mudangas fisioldgicas e bioquimicas no
sangue, que podem afetar seu estado redox (NIKOLAIDIS; JAMURTAS, 2009). O
maquindrio antioxidante da glutationa ¢ um dos mais importantes sistemas de protecdo
enddgena ndo-enzimatica (ELIA et al., 2006), de grande importancia para os eritrocitos. O
tripeptideo glutationa (sequéncia L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) sua forma reduzida
(GSH), pode doar elétron e suprimir o radical livre, oxidando-se. Uma vez oxidada, a
glutationa forma uma ponte dissulfeto ligando-se com uma segunda molécula de glutationa
oxidada, formando glutationa dissulfeto (GSSG) (KENT; HARPER; BOMSER, 2003).

As proteinas do soro de leite tém recebido atengdo nos tratamentos médicos pelo
seu alto teor de aminoacidos que contém enxofre, tal como cisteina e metionina, que podem
melhorar a fun¢do imune por meio da conversdo intracelular em glutationa
(HONGSPRABHAS; KERDCHOUAY; SAKULSOM, 2011). Além disso, as proteinas do

soro de leite sdo ricas no dipeptideo glutamilcistina (ELIA et al., 2006), que ¢ facilmente
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transportado para dentro das células e fica prontamente disponivel como substrato para a
sintese de glutationa.

Um resultado similar ao obtido no presente trabalho foi encontrado por Rankin et
al (2006), que nao observaram influéncia do tipo de proteina suplementada (proteina do
soro de leite versus caseina) sobre as concentracdes de glutationa total em linfocitos e da
relacdo GSH/GSSG em ciclistas.

Em trabalho abordando a glutationa total e a glutationa peroxidase, Costa (2010)
encontrou que houve aumento significativo apenas o grupo sedentario alimentado com WPI,
em relacdo ao grupo sedentario consumindo dieta formulada com caseina. Ja a glutationa
peroxidase ndo diferiu entre os grupos. Especificamente em relagdo ao WPH, Kent, Harper
e Bomser (2003), observaram um significativo aumento na GSH em células RWPE-1
(linhagem de célula epitelial da prostata humana) a partir do tratamento com WPH,
enquanto WPI ndo demonstrou o mesmo resultado. Os autores sugerem que apenas 0s
peptideos pequenos e/ou aminodcidos liberados durante a hidrélise foram utilizados para a
sintese de GSH.

Haraguchi et al (2010) observaram um aumento no contetido de glutationa total
hepatica com o consumo de dieta formulada com proteina do soro de leite, em ratos
exercitados e sedentarios. As proteinas do soro de leite também estimularam a sintese de
glutationa em células PC 12 (TSENG et al.,, 2006) e sua concentracdo plasmatica em
pacientes infectados com o virus HIV em estado avancado (MICKE; BEEH; BUHL, 2002).
Chitapanarux et al. (2009) demonstraram que suplementagdo com WPI rico em cisteina
aumentou a glutationa plasmatica em pacientes com esteatose-hepatica ndo-alcoolica. Os
niveis de GSH hepéatica foram aumentados significativamente a partir da suplementagdo de
diferentes produtos do soro de leite (WPC, WPH e B-lactoglobulina) diante do consumo de
dieta indutora de esteatose (HAMAD et al., 2011). J& Aguilar- Aguilar-Nascimento,
Silveira e Dock-Nascimento (2011) observaram o aumento em pacientes idosos com
acidente vascular cerebral isquémico, a partir da ingestdo de férmula com base em WPH,
comparada a uma formula elaborada com hidrolisado de caseina.

Contudo, em experimento testando o efeito de WPI e de proteinas de soja em
camundongos treinados (natacao), Elia et al. (2006) observaram uma diminui¢do da relacao
GSH/GSSG com o consumo de proteinas do soro de leite, contrario ao esperado. Os autores
especulam que os animais alimentados com proteinas do soro de leite estavam pré-

condicionados a altos niveis de GSH, utilizando preferencialmente esse sistema
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antioxidante quando necessario. No entanto, os autores ressaltam que nao pode ser excluida
a possibilidade da cisteina oriunda das proteinas do soro de leite ter sido usada na sintese de
outros compostos antioxidantes contendo grupamento tiol, como N-acetil-L-cisteina, acido
alfa-lipdico e outros.

As proteinas do soro de leite demonstraram a habilidade de elevar os niveis de
glutationa no figado diante da intoxicacdo aguda com CCls (BALBIS et al., 2009). Em
pacientes com fibrose cistica, os niveis de glutationa também foram aumentados pelo

consumo de proteinas do soro de leite (GREY et al., 2003).

4.18 ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO ORAC

A determinacgdo de atividade antioxidante pelo método ORAC foi a analise que
permitiu maior comparagdo com a literatura sobre efeito do WPH, em especifico. E
provavel que a possibilidade da realizacdo da hidrolise sem grandes dificuldades em
laboratorio (desde que em pequenas quantidades) e, se tratando de uma analise in vitro, as
publicacdes de estudos com emprego desse produto sdo mais numerosas do que em analises
experimentais biologicas. No entanto, o fato desse produto ser fabricado em laboratorio

também dificulta a comparagdo com nossos resultados obtidos a partir de produto comercial.
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Figura 10. Efeito antioxidante avaliado pelo método ORAC (n = 3). WPH = proteina do soro de
leite hidrolisada; WPC = proteina do soro de leite concentrada; a-LA: a-lactalbumina; B-LG; B-
lactoglobulina; BSA: albumina sérica bovina; AA: acido ascorbico. ANOVA simples com post hoc
Duncan.
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O WPH se destacou com o melhor resultado para acdo antioxidante pelo método
ORAC, como visto na figura 10. Este método se baseia na inibi¢do da oxidagdo induzida
por radical peroxil formado pela decomposicdo do dicloridrato de 2,2'-azobis-2-
amidinopropano (AAPH) (PRIOR et al., 2003) e se destaca por utilizar uma fonte
biologicamente relevante de radicais, além de ser o Unico método a determinar a acao
antioxidante através da combinagdo de dados de grau de inibi¢do versus tempo de inibigao
(PRIOR et al., 2003), por meio do calculo da area sob a curva (AUC).

Em concentragao idéntica as demais proteinas utilizadas (I mg/mL), o WPH teve
diferenca significativa, tanto em relagdo ao WPC, como das fragdes constituintes o-
lactalbumina, B-lactoglobulina e albumina sérica bovina. Esta ultima fracdo foi a que
apresentou menor atividade antioxidante, embora ainda superior a do acido ascorbico na
concentracdo de 25 mg/ml. Fica, entdo, denotada a superioridade das proteinas do soro de
leite, especialmente na sua forma de WPH, no que se refere a acdo antioxidante in vitro.
Contreras et al. (2011) também observaram que um WPC rico em [-lactoglobulina
apresentou menor atividade antioxidante (pelo método ORAC-FL) do que os hidrolisados
obtidos a partir dele. Similar, Drydkova et al. (2010), observaram por trés métodos
diferentes (ABTS, TRAP e inibicdo da peroxidagdo lipidica em sistema lipossomal) que a
atividade antioxidante foi aumentada quando a proteina do soro de leite foi hidrolisada.
Resultado idéntico foi encontrado por Hongsprabhas, Kerdchouay e Sakulsom (2011).
Estudando as proteinas do soro de leite, Peng et al. (2010) também encontraram que o
WPH apresenta um efeito antioxidativo superior a forma WPI, seja por uma maior
capacidade de captura de radicais livres, por uma melhor habilidade de quelar ions Cu** ou
por melhorar o poder redutor do ferro (FRAP).

Avaliando a atividade antioxidante pelo método ORAC, verificou-se que a
hidrolise realizada com a enzima corolase PP resultou em peptideos de a-lactalbumina e j3-
lactoglobulina de maior atividade antioxidante dos que os peptideos originados de hidrolise
com pepsina, tripsina, quimotripsina e termolisina (Hernandez-Ledesma et al., 2005). Foi
observado também, pela separacao dos peptideos de peso molecular menor de 3 kDa, que
essas pequenas moléculas sdo as principais responsaveis pelo atividade antioxidante dos
hidrolisados, correspondendo a 71% e 85% do total da atividade dos hidrolisados de a-
lactalbumina e B-lactoglobulina, respectivamente. A partir da sele¢do do produto obtido da
ultrafiltracdo do hidrolisado da B-lactoglobulina, sendo este submetido ao HPLC acoplado

com espectrometria de massa, foi atribuida a atividade de captura de radicais livres aos
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aminoacidos triptofano, tirosina, metionina e histidina, mas nao cisteina. Os autores
justificam a atividade antioxidante do triptofano e tirosina pela capacidade dos grupos
indolicos e fendlicos, respectivamente, de servir como doadores de hidrogénio, enquanto a
metionina tende a oxidacao para sulfoxido de metionina.

Sadat et al. (2011) também encontraram cinco peptideos a partir da hidrolise da a-
lactalbumina com alta atividade antioxidante pelo método ABTS e todos apresentaram ao
menos um residuo de tirosina ou triptofano.

Embora tenham observado que as proteinas do soro de leite tenham menor poder
antioxidante que a caseina, Clausen, Skibsted e Stagsted (2009) corroboram nossos
resultados que as fragdes a-lactalbumina e B-lactoglobulina possuem atividade antioxidante
similar. Concordante com o estudo mencionado, Zulueta et al. (2009) também encontraram
menor poder antioxidante para as proteinas do soro de leite, em relagdo a caseina.

Gad et al. (2011) observaram que o consumo do WPC resultou em um aumento
significativo da capacidade antioxidante total (TAC) do figado (medida in vitro). O mesmo
ocorreu apods aplicagdo de substancia hepatotdxica. Sob esta segunda condi¢do, também foi
observada um menor formagao de malonaldeido, um produto final da peroxidagao lipidica.
Resultado semelhante ao de Gad et al. (2011) foi obtido por Chitapanarux et al. (2009), os
quais também demonstraram que suplementacdo com WPI rico em cisteina aumentou a
capacidade antioxidante total em pacientes com esteatohepatite ndo-alcoolica, medida pelo
método TEAC (capacidade antioxidante equivalente a Trolox, do inglés Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity).

Pefia-Ramos, Xiong e Arteaga (2004) encontraram um curioso resultado em seus
experimentos sobre efeito antioxidante das proteinas do soro de leite. Utilizando uma
amostra de WPI comercial e trés amostras de hidrolisados obtidos experimentalmente a
partir do primeiro produto (por diferentes enzimas), além de dois WPH comerciais,
encontraram a inibicdo de TBARS por todas as fragdes. Chama a atengdo que no WPI e
seus respectivos hidrolisados, os peptideos de maior peso molecular (> 45 kDa)
apresentaram maior inibicdo de TBAR, enquanto nos hidrolisados comerciais os melhores
resultados foram obtidos nas fragdes de menor peso molecular (1.5 — 0,35 kDa). Os autores
ainda afirmam que a capacidade de retardar a oxidacdo lipidica foi relacionada a
prevaléncia de histidina e outros aminodcidos hidrofébicos. Resultado similar encontrado
por Peng, Xiong e Kong (2009), mostrando que peptideos pequenos, de 0,1 a 2,8 kDa, de

um WPH obtido apos cinco horas de hidrolise com enzima alcalase, mostraram maior a¢ao
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antioxidante que as demais fracdes. Também concordante, Contreras et al. (2011)
encontraram que peptideos de até 3 kDa obtidos a partir um WPC rico em -lactoglobulina
e hidrolisado com corolase PP® ou termolisina, alcancaram mais altas capacidades de
captura de radicais livres pelo método ORAC-FL. Os autores afirmam ainda que, sob
controladas condi¢des de reagao de hidrolise (com temperatura, tempo de reacdo e razao de
enzima para substrato definidas) ¢ possivel a producdo de um WPH com atividade de
captura de radicais tdo efetiva quanto do BHA, conhecido antioxidante sintético,
amplamente usado em alimentos.

O resultado deste presente trabalho corrobora a atividade antioxidante como uma
importante propriedade funcional das proteinas do soro de leite, especialmente na sua

forma WPH, coerente com a literatura atual.

4.19 EXPRESSAO GENICA

Sao poucos os trabalhos que tratam de expressdo génica, mediante acdo da dieta
com proteinas do soro de leite. Em geral, tratam de temas que envolvem alguma agao
protetora contra o cancer ou doencas intestinais, quando nao se referem a algum aspecto
microbioldgico especifico, ou a produgdo de leite. Limitando a busca para exercicio ou
treinamento fisico, encontram-se poucos trabalhos. Refinando-se mais a pesquisa
bibliografica para os genes propostos neste trabalho, foram encontrados apenas sete
trabalhos. Destes, quatro abordam o gene da miostatina. Outros dois, os mais recentes,
tratam da expressdao génica do PPAR de isoforma vy, a qual ndo foi estudada neste trabalho.
Portanto, podemos afirmar que o presente trabalho ¢ inédito no estudo da expressdo dos

genes PPAR a e PPAR 0, e ndo possui outros trabalhos aos quais possa ser relacionado.

4.19.1 Avaliacio da expressao do gene PPAR a

Neste trabalho, nao houve mudancgas na expressao do gene PPAR a, seja por agao

da dieta ou do exercicio/exaustdao, como apresentado na figura 11.
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Figura 11. Comparativo da expressdo do gene PPAR o no gastrocnemius (n = 4). CONT = caseina
sedentario, CAS = caseina, WPC = proteina do soro de leite concentrada, WPH = proteina do soro
de leite hidrolisada, S = sedentarios, SX = sedentarios-exaustos, T = treinados, TX = treinados-
exaustos. ANOV A multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Os genes PPARs a e o estdo relacionadas com o aumento a expressao de genes
envolvidos no consumo de lipideos, transporte lipidico entre os 6rgaos e metabolismo de
acidos graxos (KOULMANN; BIGARD, 2006). O PPAR a ¢ altamente expresso em
tecidos com elevada atividade de B-oxidagdo mitocondrial e peroxissomal (DESVERGNE;
WAHL, 1999), onde controla a expressao de genes importantes nesse processo metabolico
(GULICK et al., 1994; VEGA; HUSS; KELLY, 2000). Em outras palavras, ¢ expresso
especialmente em tecidos de metabolismo bastante ativo, como figado, coracdo, rim,
musculo esquelético e tecido adiposo marrom (KLIEWER et al., 2001).

Existe um trabalho que compara o efeito de uma dieta elaborada com caseina e de
outra formulada com proteina de soja em ratos submetidos ao exercicio fisico (MORIFUJI;
SANBONGI; SUGIURA, 2006), no qual ¢ relatado que tanto o exercicio como o consumo
de proteinas de soja aumentaram a expressdo do gene PPAR a no musculo, sendo que o
efeito da proteina de soja foi maior que o da caseina.

Pesquisando o efeito do exercicio, Petridou et al. (2007) obtiveram resultado
similar ao deste trabalho, pois ndo observaram diferencas na expressao do gene PPAR o no
musculo gastrocnemius, em ratos Wistar, apos exercicio de endurance voluntario. O
mesmo foi encontrado em estudos com humanos, por Helge et al. (2007), com quatro

semanas de treino em leg press, por Russell et al. (2005), usando uma unica sessao de
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exercicio em bicicleta ergométrica, e por Tunstall et al. (2002), logo apos a uma sessao de
exercicio também em bicicleta e ap6s nove dias de repeti¢do do mesmo exercicio.

Diferentemente, PPAR o se encontrou aumentado (mais de 2,5 vezes) apds oito
horas de repouso a uma sessao de exercicio endurance, retornando a valores basais apos 24
horas, em humanos (PILEGAARD et al., 2005). Horowitz et al. (2000) encontraram
aumento na expressdo do gene PPAR o em mulheres também treinadas com exercicios de
resisténcia. O mesmo gene apresentou a sua expressdo cerca de 1,6 vezes maior em
leucocitos de humanos, apds quatro semanas de exercicio em esteira de baixa intensidade
(YAKEU et al., 2001). Resultado coincidente foi encontrado por Russell et al. (2003), que
obtiveram upregulation desse gene em homens exercitados (endurance) por seis semanas,
sendo a expressdo maior nas fibras do tipo I (oxidativas), do que no tipo II. O mesmo
ocorreu no estudo de Dobrzyn et al. (2010), no qual a expressao de PPAR a foi aumentada
pelo exercicio de forga no musculo soleus (predominio de fibras oxidativas), mas nao no
musculo extensor digitorum longus (predominio de fibras glicoliticas), de ratos.

A ativagdo da expressao do gene PPAR a, assim como o 6, no musculo esquelético
pode ser um importante mecanismo adaptativo em resposta ao aumento do metabolismo

lipidico em animais jovens e magros (KANNISTO et al., 2006).

4.19.2 Avaliacio da expressao do gene PPAR 6

Embora pareca haver uma tendéncia a uma expressdo maior nos grupos
alimentados com proteinas do soro, especialmente com o hidrolisado, este estudo ndo
demonstrou diferencas estatisticas na expressdao do gene PPAR 6, conforme figura 12.

Ao contrario dos PPAR o ¢ PPAR y que estdo presentes abundantemente em
poucos tecidos, PPAR 6, também chamado de PPAR  (ESCHER et al., 2001), ¢ a isoforma
que se distribui em niveis equivalentes em todos os tecidos (KLIEWER et al., 2001). E o
PPAR mais abundante nos musculos esquelético de ratos (MUOIO et al., 2002),
justificando, assim, o interesse pelo estudo da expressdo desse gene. Carnevali Junior e
Lima (2009) destacam que na fase adulta esse gene ¢ onipresente e, principalmente no

musculo esquelético, apresenta-se em niveis mais elevados do que as demais isoformas.
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Figura 12. Comparativo da expressao do gene PPAR 6 no gastrocnemius (n = 4). CONT = caseina
sedentario, CAS = caseina, WPC = proteina do soro de leite concentrada, WPH = proteina do soro
de leite hidrolisada, S = sedentarios, SX = sedentarios-exaustos, T = treinados, TX = treinados-
exaustos. ANOV A multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Condizente com nosso resultado, a expressdo do gene PPAR 8 ndo foi alterada em
ratos geneticamente modificados para obesidade hiperfagica (OLETF, do inglés Otsuka
Long-Evans Tokushima Fatty), seja entre animais sedentarios ou exercitados com
endurance (MORRIS et al., 2008). Resultado semelhante foi obtido por Petridou et al
(2007), a partir do musculo gastrocnemius, em ratos Wistar, apds exercicio voluntario.

Ja Dobrzyn et al. (2010) encontraram que a expressao de PPAR 6 foi aumentada
pelo exercicio endurance no musculo soleus de ratos. Resultado similar foi obtido por Fritz
et al (2006), em pacientes com diabetes tipo 2, com exercicio de baixa intensidade.

Interessante destacar que o gene PPAR 0§ teve a expressdo aumentada nos
musculos vastus lateralis ap6s 4 horas do exercicio, sem alteracdo entre imediatamente
apos exercicio e uma hora ap6s (RUSSELL et al., 2005).

Outro aspecto relevante refere-se ao tipo de fibra muscular. Spangenburg et al.
(2009) encontraram que os niveis de mRNA PPAR 6 foi aumentados no musculo plantaris
(predominante em fibras glicoliticas), porém reduzido no musculo soleus (predominante em
fibras oxidativas), apos 12 semanas de treinamento, comparado com os animais sedentarios.

Stephens et al. (2010) obtiveram uma expressdao do gene PPAR 6 cerca de 20%
maior ap6s sessdo de exercicio, além de uma forte tendéncia do contetido protéico ser duas

vezes maior no musculo vastus lateralis de homens.

87



Mesmo relativo ao gene PPARY, o qual nao foi estudado neste trabalho, ¢ também
interessante mencionar que, em estudo utilizando uma fracao altamente bioativa da proteina
do soro de leite isolada, mostrou-se uma inibi¢do dose-dependente da expressdo protéica de
PPAR y. Neste mesmo estudo, observou-se a inibi¢ao da adipogénese in vitro e amenizagao
dos efeitos deletérios da dieta com altas concentragdes de gordura in vivo (RAJIC et al.,
2010). Eller e Reimer (2010) também encontraram downregulation do gene PPAR vy para as

proteinas do soro de leite em relacdo a caseina.

4.19.3 Avaliacio da expressio do gene PGC 1a

Na presente pesquisa, ndo foi possivel detectar um aumento na expressao do gene

PGC la, seja pela agdo da dieta ou do exercicio. Os dados sdao apresentados na figura 13.
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Figura 13. Comparativo da expressao do gene PGC la no gastrocnemius (n = 4). CONT = caseina
sedentario, CAS = caseina, WPC = proteina do soro de leite concentrada, WPH = proteina do soro
de leite hidrolisada, S = sedentarios, SX = sedentarios-exaustos, T = treinados, TX = treinados-
exaustos. ANOV A multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Esse gene ¢ considerado como um medidor da capacidade oxidativa, sendo sua
expressdo aumentada relacionada ao aumento na expressdo do gene AMPK e na biogénese
mitocondrial (TERADA et al., 2002). Este gene ¢ capaz de induzir a substituicao de cerca
de 10% de fibras do tipo rapida para lenta (LIN et al., 2002), sendo o seu conteudo protéico

maior em musculo com maior quantidade de fibras tipo I, do que de fibras tipo II.
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Do ftnico trabalho encontrado na literatura utilizando a expressdo deste
biomarcador, com relacdo a presenca das proteinas do leite na dieta, ndo foi possivel extrair
resultados para comparacao (SIDDIQUI et al., 2008). Esses autores encontraram que a
expressao do gene PGC 1a ¢ aumentada no musculo gastrocnemius de animais alimentados
com altas quantidades de proteinas do soro de leite, célcio e vitamina D; contra outra dieta
com baixos niveis desses nutrientes, tanto com altos teores de lipideos ou de carboidratos.

Quanto ao exercicio, Terada et al. (2002) encontraram que exercicio agudo
(natagdao) aumentou os niveis de mRNA do PGC la no musculo epitrochlearis de ratos.
Russell et al. (2003) obtiveram upregulation desse gene em homens em treinamento
endurance por 6 semanas. Confirmando os achados de expressdo aumentada desse gene,
Laye et al. (2009) demonstraram uma redu¢do da expressdo do gene PGC 1a no musculo,
ap6s diminuicao da rotina didria de exercicio fisico.

Goto et al. (2000) utilizaram a natagdo como exercicio durante trés ou sete dias (2
horas/dia) e demonstraram um efeito de upregulation apenas no musculo epitrochlearis,
sem demonstrar essa alteracdo no musculo soleus, justificada pelo baixo recrutamento do
musculo soleus na execucao do exercicio, embora sem ponderar as diferencas provenientes
do tipo de fibra muscular. Resultado similar foi obtido por Koves et al. (2005), os quais
encontraram que o exercicio em esteira aumentou a expressdo desse gene em 4,5 vezes
mais no musculo soleus (vermelho), do que nos musculos gastrocnemius (misto) e extensor
digitorum longus (predominante branco). Ja a isoforma PGC 1 foi mais abundante no
musculo com predominancia de fibras brancas (tipo I). Essa segunda isoforma teve sua
expressdo aumentada aproximadamente duas vezes apds exercicio de baixa intensidade
(esteira), analisado em leucocitos humanos (YAKEU et al., 2010).

Pilegaard, Saltin e Neufer (2003), em estudo com exercicio de peso, encontraram
um pico de expressao cerca de duas horas apds exercicio. J& Leick et al. (2010), observaram
que a expressdo de PGC la foi maior apds 18 horas de unica sessdo de exercicio em
bicicleta ergométrica. Russell et al. (2005), contudo, encontraram que o nivel de mRNA de
PGC 1la foi aumentado significativamente 4,8 vezes, imediatamente poOs-exercicio e
continuou elevando até 12 vezes, 1 hora apos exercicio. No entanto, apos quatro horas do
exercicio, a expressdo deste gene ja havia retornado a niveis proximos ao logo apds a
sessdo de exercicio. Os mesmos autores sugerem que o exercicio induz sinais que
estimulam a biogénese mitocondrial muscular, a partir da contracado do musculo esquelético,

independente, entretanto, de sinais oriundos da mudanca dos &cidos graxos circulantes.
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Esta de acordo com os nossos resultados, entretanto, um estudo cronico, com
pacientes com sindrome metabolica, conduzido por Fatone et al (2010), no qual ndo foram
observadas mudancas na expressdo do gene PGC loa em resposta a combinacdo de
exercicios de forga e endurance, com frequéncia de duas vezes por semana, durante 6 e 12

meses.

4.19.4 Avaliacio da expressao do gene CPT 1

Apesar de nenhuma diferenga significativa entre os grupos de diferentes dietas e
condic¢des fisicas, a exaustao parece ter reduzido a expressao génica de CPT 1§, enzima que

¢ considerada uma etapa limitante da B-oxidagdo. Os resultados sdo apresentados na figura

14.
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Figura 14. Comparativo da expressdo do gene CPT 1B no gastrocnemius (n = 4). CONT = caseina
sedentario, CAS = caseina, WPC = proteina do soro de leite concentrada, WPH = proteina do soro
de leite hidrolisada, S = sedentarios, SX = sedentarios-exaustos, T = treinados, TX = treinados-
exaustos. ANOV A multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Segundo Bruce et al. (2007), a expressdo elevada do gene CPT 1 e consequente
upregulation da oxidacdo da 4acidos graxos levam a uma reducdo no estoque de
triacilglicer6is no musculo. Seguindo este raciocinio, pode-se pensar que a exaustido
favorece a utilizagdo de outros substratos, que nao os triacilglicerdis musculares.

Siddiqui et al (2008) também ndo encontraram diferenca na expressdo deste gene

em musculo gastrocnemius de animais alimentados com baixas quantidades de proteinas do
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soro de leite, calcio e vitamina D. No entanto, utilizando dietas ricas em gorduras e com
proteinas do soro de leite e altos niveis de calcio, Pilvi et al. (2008) encontraram
downregulation do gene CPT la no tecido adiposo de camundongos obesos da linhagem
C57Bl/6J. Nesse mesmo trabalho, utilizando a técnica de microarranjo, a leptina e as vias
de sinalizacdo da insulina e adipocitocina tiveram expressao aumentada, enquanto a via do
metabolismo dos 4cidos graxos foi reprimida. Junto aos resultados de menor peso e gordura
corporal dos animais alimentados com proteinas do soro de leite, os autores propdem que as
proteinas do soro de leite junto com a suplementagdo de célcio ndo sé inibiu o acamulo de
gordura da dieta rica nesse ingrediente, mas também modulou significativamente a
expressao génica no tecido adiposo visceral.

O consumo de proteinas de soja associado a pratica de exercicio fisico aumentou a
expressao do gene CPT 1 no musculo (MORIFUJI; SANBONGI; SUGIURA, 2006).

Tunstall et al. (2002) ja afirmaram que o impacto do treinamento fisico na
expressdo de proteinas mitocondriais geneticamente codificadas ¢ altamente varidvel.
Fatone et al (2010) observaram que a combinagdo de exercicios de forga e endurance, com
frequéncia de 2 vezes por semana, nao foi suficiente para elevar a expressdao de CPT 1 em
individuos com diabetes tipo 2.

Pilegaard et al (2005) encontraram que a transcricdo de CPT 1 estava aumentada
em humanos (no musculo vastus lateralis), durante a recuperacdo da sessdo de exercicio
tipo endurance, obtendo valores mais elevados (aproximadamente 2,2 vezes maior) duas
horas apos exercicio quando em dieta com alto teor de carboidratos e 8 horas apos exercicio
(aproximadamente 2,9 vezes maior), em dieta com baixa quantidade de carboidratos.
Tunstall et al. (2002), contudo, observaram que a expressao de CPT 1 ndo foi alterada pré-
exercicio, seguido a uma Unica sessao e apos 3 horas desta tnica sessdo. No entanto, apos 9
dias de repeticao do exercicio em bicicleta ergométrica, houve um upregultation deste gene
em todos os 3 momentos. Os autores ainda propdem que a capacidade aumentada de
oxidagdo de 4cidos graxos induzida pelo treinamento ¢ mais associada com genes
envolvidos na regulagao do consumo de acidos graxos através da membrana plasmatica e
mitocondrial, bem como que o aumento da disponibilidade de CPT 1 representa o ponto-
chave para a regulacdo adaptativa da capacidade da P-oxidagdo, proporcionada pelo
treinamento.

Laye et al. (2009), estudando sobre o efeito da redugdo da frequéncia de exercicio

fisico em ratos, mostraram que a atividade da enzima CPT 1 foi diminuida em cerca de
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40%, sugerindo que a regulacdo do CPT 1 pelo malonil CoA, acentuada pelo exercicio, €

rapidamente perdida se a atividade fisica didria ndo for mantida.

4.19.5 Avaliacdo da expressio do gene miostatina

Assim como os demais genes estudados nesta pesquisa, ndo foi encontrada
diferenca na expressao do gene da miostatina (figura 15).

Miostatina é membro da superfamilia TGF-B (LOPEZ-SORIANO et al., 2006)
produzida pelo musculo. Ela atua como regulador negativo do crescimento muscular
(ARGILES et al., 2005).

Nosso resultado ¢ similar ao obtido por Siddiqui et al (2008), estudando a
expressao desse gene também no musculo gastrocnemius, em animais nao exercitados
alimentados com dieta com altos niveis de proteinas do soro de leite, calcio e vitamina D,

tanto com altos teores de lipideos ou de carboidratos.
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Figura 15. Comparativo da expressdo do gene miostatina no gastrocnemius (n = 4). CONT =
caseina sedentario, CAS = caseina, WPC = proteina do soro de leite concentrada, WPH = proteina
do soro de leite hidrolisada, S = sedentarios, SX = sedentarios-exaustos, T = treinados, TX =
treinados-exaustos. ANOVA multivariada de duas vias com post hoc Duncan.

Hulmi et al. (2008) encontraram que a ingestdo de proteinas do soro de leite
preveniu a diminuicao da expressao génica da miostatina, encontrada sem a suplementacao
protéica, depois de sess@o de exercicio de for¢a, em idosos treinados. Os autores especulam

seus resultados utilizando o argumento proposto por Guernec, Chevalier e Duclos (2004),
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de que a diminuicdo na miostatina poderia ser um mecanismo protetor contra o
definhamento muscular. Esse possivel mecanismo protetor poderia ndo ser necessario
quando a proteina ¢ ingerida, visto que o consumo das proteinas do soro de leite aumenta o
balanco protéico muscular (TIPTON et al., 2007). O mesmo grupo de pesquisadores
(HULMI et al., 2009a) encontrou resultado similar na expressdo génica da miostatina em
jovens. Estudando, entdo, se a expressdo protéica seguiria a mesma trajetoria da expressao
génica da miostatina, também em jovens, novamente ndo observaram a reducdo da
expressao da miostatina no grupo alimentado com proteinas do soro de leite, encontrada no
grupo placebo (HULMI et al., 2009b). Além de sugerir que a miostatina seja regulada
transcricionalmente, os autores questionam se isso poderia ter impedido a maior hipertrofia
no grupo alimentado com proteinas do soro de leite, visto que este grupo apresentou
aumento na expressao protéica de mTOR. A via da mTOR ¢ oposta a da sinalizagdo da
miostatina, sendo que esta tltima pode inibir a via de sinalizagdo da mTOR (AMIROUCHE
et al., 2009).

Matsakas et al. (2005) encontraram reducdo na expressdo da miostatina em ratos
submetidos a natagdo durante 5 dias. Essa diferenga, contudo, foi observada nos musculos
gastrocnemius € vastus lateralis, nao havendo distingdo no musculo soleus (predominancia
de fibras tipo I).

A partir deste presente trabalho, conclui-se que, tanto a dieta quanto o exercicio,
ndo mostraram efeito na expressao de genes relacionados com o metabolismo lipidico e
protéico. Varios fatores podem ter sido responsaveis por este desfecho, nao coincidente
com resultados obtidos com outros biomarcadores e pardmetros metabolicos obtidos em
outros experimentos do nosso grupo de pesquisas. Dentre eles, podemos destacar o tempo
pos-exercicio no qual os tecidos foram extraidos para efetuar as andlises. O sacrificio dos
animais ocorreu logo apés treinamento ou exaustdo (para os grupos sedentarios-exaustos,
treinados e treinados-exaustos), sendo que a auséncia de diferengas na expressdo génica
tenha sido oriunda da inadequagao no horério de medigao desses genes.

Segundo alguns pesquisadores, porém, a ativacdo transcricional primeiramente
acontece nas horas iniciais de recuperacao para muitos genes, retornando a niveis basais por
volta de 24h depois do exercicio (PILEGAARD et al., 2002). Mahoney et al. (2005)
encontraram upregulation dos genes PPAR o, PPAR 6 e PGC la apos 3 horas de exercicio
em bicicleta, o que nao foi observado apos 24 horas de repouso. J& Tarada et al. (2002)

sugerem que a expressao do gene PGC la possa ocorrer varias horas apds o estimulo.
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Segundo Carnevali Junior e Lima (2009) para o aumento na expressao do PPAR a e CPT 1
pode ser necessario um periodo longo de treinamento. Vé-se, portanto, que ndo ha consenso
sobre o0 momento para a dosagem do mRNA, assim como ndo temos um tempo padrdo para
todos os genes.

Outra possivel explicagdo se refere ao tipo de fibras presente no musculo estudado.
Em humanos, PPAR a, PPAR & e PGC 1o foram correlacionados com o conteudo de fibras
oxidativas ou tipo I (KRAMER et al., 2006). Resultado idéntico pode ser visto no trabalho
de Dobrzyn et al. (2010). Neste trabalho foi usado o musculo gastrocnemius por ser um
musculo que apresenta equilibrio na quantidade de fibras de contracdo lenta e de contracao
rapida (KOVES et al., 2005), além da ampla utilizagdo em experimentos, observada na
literatura consultada previamente.

Ainda, ¢ possivel que outras isoformas dos genes estudados possam ter respostas
distintas seja a dieta ou ao exercicio, como sugerido por Baar (2004) a respeito de outros
membros da familia PGC 1.

Independente das consideragdes acima ¢ ainda possivel questionar se 0os animais
realmente alcangcaram a exaustdo. Embora exista uma defini¢do tempo de exaustdo como o
momento em que o animal ndo consiga sair do choque elétrico constante durante 30
segundos, esta definicdo ¢ dependente de um funcionamento pleno do equipamento, o que
ndo correspondeu a realidade da execugdo deste projeto. Por mais fracos que os choques
utilizados sejam, estes estimulos sdo indispensaveis para que o animal fique exaurido.
Quando esses estimulos ndao acontecem (como, no caso, de espagos muito largos entre
eletrodos) abre-se a possibilidade de que o animal pare de correr ao primeiro cansago. No
entanto, ressalta-se que cuidados para minimizar as chances do animal ndo entrarem em

exaustdo foram realizados.
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5 CONCLUSOES

Os dados relatados neste trabalho apontam para poucas diferencgas entre uma dieta
formulada com proteinas do soro de leite bovino e outra elaborada com as mesmas
proteinas hidrolisadas por processo enzimatico. As principais diferencas observadas nos
indicadores bioquimicos foram talvez provocadas mais pelo exercicio, do que pela dieta.

No que se refere aos efeitos da dieta, a enzima sérica ALT, e ndo a AST, mostrou-
se reduzida com o consumo das proteinas do soro de leite, tanto inteiras, quanto
hidrolisadas, com relagdo a caseina. Por sua vez, o triptofano circulante foi o aminoéacido
livre que aumentou significativamente diante do consumo de proteinas do soro. Dezesseis
foram os aminoacidos musculares livres que sofreram influéncia da dieta, sendo que houve
uma tendéncia de se apresentarem em maior concentragdo nos animais que consumiram o
hidrolisado, do que naqueles que consumiram a caseina. O consumo do hidrolisado
promoveu o aparecimento de dez desses aminodcidos em concentragdes maiores do que nos
animais que consumiram a proteina concentrada do soro. Os demais indicadores nao
mostraram influéncia produzida pela dieta. Contudo, o WPH, enquanto matéria-prima,
apresentou atividade antioxidante in vitro expressivamente superior ao do seu controle, o
concentrado de proteinas do soro de leite, além de a-lactalbumina e a B-lactoglobulina.

O treinamento mostrou ser um fator de aprimoramento da condig¢do fisica do
animal, por quanto houve um aumento significativo nos tempos de exaustdo dos animais
treinados-exaustos, embora ndo com relagao a dieta.

O exercicio fisico continuo e a exaustdo influenciaram o resultado de diversas
andlises. A temperatura muscular foi um parametro que mostrou aumento em relagdo ao
exercicio fisico e a exaustdo. J4 no musculo, os animais TX apresentaram niveis superiores
em 15 aminoacidos livres musculares, em relacao aos animais sedentarios. O treinamento
fisico aumentou os niveis de NEFA séricos, enquanto a exaustao os diminuiu. Em oposi¢ao,
a ALT foi reduzida pelo treinamento e aumentada pela exaustdo. A exaustdo causou a
reducdo dos niveis de TAG séricos. Entretanto, esta varidavel elevou os niveis de nove
aminoacidos séricos, entre eles os BCAAs, Ala e Gln.

Em suma, estas observacdes sugerem que as avaliagdes da resposta organica do
rato, frente as diversas condi¢des experimentais estdo sujeitas a consequéncias ndo levadas

em consideragdo nos ensaios de rotina e que efetivamente afetam os resultados. Dentre tais
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condicdes, se encontra o nivel de exercicio fisico, fator altamente citado como relevante na
utilizacdo dos componentes da dieta sauddvel pelo organismo humano. Uma possivel
recomendacdo ¢ a de que seja levado em consideracdo a condi¢do natural do animal,
envolvendo algum nivel de atividade fisica, equivalente ao exercicio de "treinado", sendo

também o nivel de "exausto".
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CONSIDERACOES FINAIS

Na realizagdao deste trabalho algumas dificuldades foram observadas e sdo aqui
listadas como sugestdes para trabalhos futuros:

o A escassez de literatura cientifica a respeito de aspectos fisioldgicos ligados
a condicdo de exaustdo causada por exercicio fisico torna limitada a discussdo dessa
variavel.

J A falta de uma padroniza¢do do método de corrida em esteira sobre o exato
momento em que os animais chegam a exaustdo dificulta a experimentagdo, seja em termos
de indicadores bioquimicos, ou de carater pratico/operacional. Os artigos publicados
consideram o ponto de exaustdo como o pequeno intervalo de tempo em que os animais ja
ndo sdo capazes de se distanciar dos eletrodos. No entanto, durante a execug¢do, alguns
animais podem se lesionar, o que costuma causar a exclusdo do animal e paralisar o teste.

Esses motivos levam a sugerir que outros métodos, por exemplo a nata¢ao, possam
ser mais adequados quando se deseja estudar a exaustdo, pois facilita a visualizagdo dessa

condi¢do nos animais.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Reduzir os niveis protéicos das dietas para valores como 6, 8 ou 10% e
observar as diferencas na utilizagdo da proteina.

o Determinar se ha resposta distinta na analise de expressao génica em outros
tecidos ou de outros genes.

o Utilizar outros métodos para determinar se as condi¢des de estresse que
foram usadas no exercicio foram suficientes para desencadear a alteracdo da homeostase

(inducao da lipdlise).
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ANEXO 1 — Aprovagio do Comité de Etica

o @[\

uNIicAMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 2079-1, sobre "Efeitos do consumo do

hidrolisado de proteinas do soro do leite na expressio de genes envolvidos

no metabolismo lipidico e glutaminase intestinal”, sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Jaime Amaya-Farfan / Daniela Gasparetto, esta de acordo com os

Principios Eticos na Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais — CEUA/Unicamp em 10 de maio 2010.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2079-1, entitled "Effect of the consumption of

hydrolyzed whey proteins on the expression of genes involved in lipid
metabolism and intestinal glutaminase”, is in agreement with the Ethical

Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional

Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on May 10, 2010.

Campinas, 10 de maio de 2010.
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“Profa. D/ra. Ana Maria A. Guaraldo Fatima Alonso,
Presidente Secretaria Exécutiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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APENDICE A - Planilha de anilise estatistica sobre o efeito da dieta no resultado de
diversos parametros analisados

Pairwise Comparisons

Dependent () dieta (J) dieta Mean 95% Confidence Interval for
Variable Difference (I- Difference®
J) Std. Error | Sig." | Lower Bound | Upper Bound
consumo CAS WPC , 750 ,566 ,194 -,400 1,900
WPH -,138 ,555 ,806 -1,264 ,989
WPC CAS -,750 ,566 ,194 -1,900 ,400
WPH -,888 ,566 ,126 -2,037 ,262
WPH CAS ,138 ,555 ,806 -,989 1,264
WPC ,888 ,566 ,126 -,262 2,037
peso CAS WPC ,248 ,297 ,409 -,355 ,851
WPH ,363 ,291 ,221 -,228 ,953
WPC CAS -,248 ,297 ,409 -,851 ,355
WPH ,115 ,297 ,702 -,488 717
WPH CAS -,363 ,291 ,221 -,953 ,228
WPC -,115 ,297 ,702 - 717 ,488
temperatura CAS WPC ,(106 ,512 ,837 -,933 1,146
WPH -,069 ,502 ,892 -1,087 ,950
WPC CAS -,106 ,512 ,837 -1,146 ,933
WPH -,175 ,512 ,735 -1,214 ,864
WPH CAS ,069 ,502 ,892 -,950 1,087
WPC ,175 ,512 ,735 -,864 1,214
urico CAS WPC 411 ,571 476 -,748 1,570
WPH ,614 ,560 ,280 -,522 1,750
WPC CAS -411 ,571 476 -1,570 ,748
WPH ,203 ,571 724 -,956 1,363
WPH CAS -,614 ,560 ,280 -1,750 ,522
WPC -,203 ,571 724 -1,363 ,956
creatinina CAS WPC -,195 ,131 147 -,462 ,072
WPH -,098 ,129 ,451 -,360 ,163
WPC CAS ,195 ,131 147 -,072 ,462
WPH ,097 ,131 ,467 -,170 ,364
WPH CAS ,098 ,129 ,451 -,163 ,360
WPC -,097 ,131 ,467 -,364 ,170
TAG CAS WPC 8,458 8,797 ,343 -9,401 26,316
WPH 7,162 8,619 412 -10,335 24,660
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WPC _ CAS -8,458 8,797 ,343 -26,316 9,401

WPH -1,295 8,797 ,884 -19,153 16,563

WPH _ CAS -7,162 8,619 412 -24,660 10,335

WPC 1,295 8,797 ,884 -16,563 19,153

NEFA CAS _ WPC ,000 ,078 ,998 -,159 ,159
WPH -,057 ,077 ,464 -,213 ,099

WPC _ CAS ,000 ,078 ,998 -,159 ,159

WPH -,057 ,078 472 -,216 ,102

WPH _ CAS ,057 ,077 464 -,099 ,213

WPC ,057 ,078 472 -,102 ,216

GSH CAS _ WPC ,980 8,601 ,910 -16,481 18,441
WPH -4,508 8,427 ,596 -21,616 12,600

WPC _ CAS -,980 8,601 ,910 -18,441 16,481

WPH -5,488 8,601 ,528 -22,949 11,973

WPH _ CAS 4,508 8,427 ,596 -12,600 21,616

WPC 5,488 8,601 ,528 -11,973 22,949

ALT CAS _ WPC 6,791 2,541 ,011 1,632 11,950
WPH 5,852 2,490 ,025 ,798 10,907

WPC _ CAS -6,791 2,541 ,011 -11,950 -1,632

WPH -,938 2,541 714 -6,097 4,221

WPH _ CAS -5,852" 2,490 ,025 -10,907 -,798

WPC ,938 2,541 714 -4,221 6,097

AST CAS _ WPC 6,961 9,719 479 -12,769 26,690
WPH 4,194 9,622 ,662 -15,137 23,525

WPC _ CAS -6,961 9,719 479 -26,690 12,769

WPH -2,766 9,719 778 -22,496 16,963

WPH _ CAS -4,194 9,622 ,662 -23,525 15,137

WPC 2,766 9,719 778 -16,963 22,496

albumina CAS _ WPC -,002 ,181 ,991 -,370 ,366
WPH ,078 ,178 ,665 -,283 ,438

WPC _ CAS ,002 ,181 ,991 -,366 ,370

WPH ,080 ,181 ,663 -,288 ,448

WPH _ CAS -,078 178 ,665 -,438 ,283

WPC -,080 ,181 ,663 -,448 ,288

corticosterona = CAS _ WPC 41,565 47,275 ,385 -54,408 137,537
WPH 42,744 46,319 ,362 -51,290 136,777

WPC  CAS -41,565 47,275 ,385 -137,537 54,408
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WPH 1,179 47,275 ,980 -94,793 97,152

WPH _ CAS -42,744 46,319 ,362 -136,777 51,290

WPC -1,179 47,275 ,980 -97,152 94,793

PPARa CAS _ WPC ,198 374 ,600 -,562 ,957
WPH -,018 ,367 ,961 -, 762 , 726

WPC _ CAS -,198 374 ,600 -,957 ,562

WPH -,216 ,374 ,567 -,976 ,543

WPH _ CAS ,018 ,367 ,961 -,726 ,762

WPC ,216 ,374 ,567 -,543 ,976

PPARd CAS _ WPC -,032 ,291 913 -,622 ,558
WPH -,248 ,285 ,391 -,826 ,331

WPC _ CAS ,032 ,291 913 -,558 ,622

WPH -,216 ,291 ,463 -,806 ,375

WPH _ CAS ,248 ,285 ,391 -,331 ,826

WPC ,216 ,291 ,463 -,375 ,806

PGC1a CAS _ WPC ,255 ,253 ,321 -,259 ,769
WPH ,215 ,248 ,392 -,288 ,718

WPC _ CAS -,255 ,253 ,321 -,769 ,259

WPH -,040 ,253 ,876 -,554 A74

WPH _ CAS -,215 ,248 ,392 -,718 ,288

WPC ,040 ,253 ,876 -,474 ,554

CPI1b CAS _ WPC -,079 ,264 ,766 -,616 ,458
WPH ,166 ,259 ,525 -,360 ,692

WPC _ CAS ,079 ,264 ,766 -,458 ,616

WPH ,245 ,264 ,360 -,291 ,782

WPH _ CAS -,166 ,259 525 -,692 ,360

WPC -,245 ,264 ,360 -, 782 ,291

miostatina CAS _ WPC -,445 421 ,298 -1,299 ,410
WPH -,649 412 124 -1,487 ,188

WPC _ CAS 445 421 ,298 -,410 1,299

WPH -,205 421 ,630 -1,059 ,650

WPH _ CAS ,649 412 124 -,188 1,487

WPC ,205 421 ,630 -,650 1,059

relat_gord CAS _ WPC ,630 410 134 -,203 1,462
WPH ,467 ,402 ,252 -,348 1,283

WPC _ CAS -,630 410 134 -1,462 ,203

WPH -,162 ,410 ,695 -,994 ,670
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WPH

- CAS

WPC

-,467
,162

,402
,410

,252
,695

-1,283
-,670

,348
,994

Based on estimated marginal means a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no

adjustments). *. The mean difference is significant at the ,05 level.
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APENDICE B - Planilha de analise estatistica sobre o efeito de exercicio/exaustio no

resultado de diversos parametros analisados

Pairwise Comparisons

Dependent J) 95% Confidence Interval for
Variable atividade  atividade Mean Difference®

Difference (I- Std. Upper
J) Error Sig-* | Lower Bound Bound

consumo S SEX -,125 ,658 ,851 -1,462 1,212

T 1,025 ,658 ,129 -,312 2,362

TEX ,033 ,658 ,960 -1,303 1,370

SEX S ,125 ,658 ,851 -1,212 1,462

T 1,150 ,641 ,081 -,151 2,451

TEX ,158 ,641 ,806 -1,143 1,459

T S -1,025 ,658 ,129 -2,362 ,312

SEX -1,150 ,641 ,081 -2,451 ,151

TEX -,992 ,641 ,131 -2,293 ,309

TEX S -,033 ,658 ,960 -1,370 1,303

SEX -,158 ,641 ,806 -1,459 1,143

T ,992 ,641 ,131 -,309 2,293

peso S SEX ,269 ,345 ,440 -,431 ,970

T ,503 ,345 ,154 -,198 1,203

TEX ,636 ,345 ,074 -,064 1,337

SEX S -,269 ,345 ,440 -,970 ,431

T ,233 ,336 ,492 -,449 ,915

TEX ,367 ,336 ,282 -,315 1,049

T S -,503 ,345 ,154 -1,203 ,198

SEX -,233 ,336 ,492 -,915 ,449

TEX ,133 ,336 ,694 -,549 ,815

TEX S -,636 ,345 ,074 -1,337 ,064

SEX -,367 ,336 ,282 -1,049 ,315

T -,133 ,336 ,694 -,815 ,549

temperatura S SEX -2,708* ,595 ,000 -3,916 -1,500

T 1,292’ ,595 ,037 -2,500 -,084

TEX -2,800° ,595 ,000 -4,008 -1,592

SEX S 2,708 ,595 ,000 1,500 3,916

T 1,417 ,579 ,020 ,241 2,593

TEX -,092 ,579 ,875 -1,268 1,084
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T S 1,292° ,595 ,037 ,084 2,500
SEX 1,417 579 ,020 -2,593 -,241

TEX -1,508" ,579 ,013 -2,684 -,332

TEX S 2,800° ,595 ,000 1,592 4,008
SEX ,092 579 ,875 -1,084 1,268

T 1,508 ,579 ,013 ,332 2,684

urico S SEX -,455 ,664 ,498 -1,802 ,893
T ,257 ,664 ,701 -1,091 1,605

TEX -,655 ,664 ,331 -2,002 ,693

SEX S ,455 ,664 ,498 -,893 1,802
T 712 ,646 ,278 -,600 2,023

TEX -,200 ,646 ,759 -1,512 1,112

T S -,257 ,664 ,701 -1,605 1,091
SEX - 712 ,646 ,278 -2,023 ,600

TEX -,912 ,646 167 -2,223 ,400

TEX S ,655 ,664 ,331 -,693 2,002
SEX ,200 ,646 ,759 -1,112 1,512

T 912 ,646 167 -,400 2,223

creatinina S SEX -,152 ,153 ,327 -,462 ,158
T ,092 ,153 ,550 -,218 ,403

TEX -,057 ,153 712 -,367 ,253

SEX S ,152 ,153 ,327 -,158 ,462
T ,244 ,149 ,110 -,058 ,546

TEX ,095 ,149 ,527 -,207 ,397

T S -,092 ,153 ,550 -,403 ,218
SEX -,244 ,149 ,110 -,546 ,058

TEX -,149 ,149 ,323 -,451 ,153

TEX S ,057 ,153 712 -,253 ,367
SEX -,095 ,149 ,527 -,397 ,207

T ,149 ,149 ,323 -,153 ,451

TAG S SEX 23,339'| 10,225 ,029 2,581 44,097
T 14,808 10,225 ,156 -5,950 35,567

TEX 21,226'| 10,225 ,045 ,468 41,984

SEX S -23,339'| 10,225 ,029 -44,097 -2,581
T -8,531 9,952 ,397 -28,735 11,674

TEX -2,113 9,952 ,833 -22,318 18,091

T S -14,808 10,225 ,156 -35,567 5,950

126




SEX 8,531 9,952 ,397 -11,674 28,735

TEX 6,417 9,952 ,523 -13,787 26,622

TEX S -21,226'| 10,225 ,045 -41,984 -,468
SEX 2,113 9,952 ,833 -18,091 22,318

T -6,417 9,952 ,523 -26,622 13,787

NEFA S SEX 201 ,091 ,034 ,016 ,386
T -,269° ,091 ,006 -,454 -,084

TEX 236 ,091 ,014 ,051 421

SEX S -201° ,091 ,034 -,386 -,016
T - 470° ,089 ,000 -,650 -,290

TEX ,036 ,089 ,689 -,144 ,216

T S 269 ,091 ,006 ,084 454
SEX 470 ,089 ,000 ,290 ,650

TEX ,506 ,089 ,000 ,326 ,686

TEX S -,236° ,091 ,014 -,421 -,051
SEX -,036 ,089 ,689 -,216 144

T -,506 ,089 ,000 -,686 -,326

GSH S SEX 10,727 9,998 ,291 -9,569 31,023
T 1,467 9,998 ,884 -18,829 21,763

TEX 10,188 9,998 ,315 -10,108 30,484

SEX S -10,727 9,998 ,291 -31,023 9,569
T -9,260 9,731 ,348 -29,015 10,495

TEX -,539 9,731 ,956 -20,294 19,216

T S -1,467 9,998 ,884 -21,763 18,829
SEX 9,260 9,731 ,348 -10,495 29,015

TEX 8,721 9,731 ,376 -11,034 28,476

TEX S -10,188 9,998 ,315 -30,484 10,108
SEX ,539 9,731 ,956 -19,216 20,294

T -8,721 9,731 ,376 -28,476 11,034

ALT S SEX -3,268 2,954 ,276 -9,265 2,728
T 3,723 2,954 ,216 -2,273 9,720

TEX -1,613 2,954 ,588 -7,610 4,383

SEX S 3,268 2,954 ,276 -2,728 9,265
T 6,992° 2,875 ,020 1,155 12,828

TEX 1,655 2,875 ,569 -4,182 7,492

T S -3,723 2,954 ,216 -9,720 2,273
SEX -6,992" 2,875 ,020 -12,828 -1,155
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TEX -5,337 2,875 ,072 -11,173 ,500

TEX S 1,613 2,954 ,588 -4,383 7,610

SEX -1,655 2,875 ,569 -7,492 4,182

T 5,337 2,875 ,072 -,500 11,173

AST S SEX -5,934 11,297 ,603 -28,867 17,000
T -13,162 11,297 ,252 -36,095 9,771

TEX 6,998 11,297 ,540 -15,935 29,931

SEX S 5,934 11,297 ,603 -17,000 28,867

T -7,228 10,995 ,515 -29,550 15,093

TEX 12,932 10,995 247 -9,390 35,253

T S 13,162 11,297 ,252 -9,771 36,095

SEX 7,228 10,995 ,515 -15,093 29,550

TEX 20,160 10,995 ,075 -2,162 42,482

TEX S -6,998 11,297 ,540 -29,931 15,935

SEX -12,932 10,995 247 -35,253 9,390

T -20,160 10,995 ,075 -42,482 2,162

albumina S SEX 175 211 411 -,252 ,603
T ,130 211 ,540 -,297 ,558

TEX ,062 211 770 -,366 ,490

SEX S -175 211 411 -,603 ,252

T -,045 ,205 ,828 -,461 371

TEX -, 113 ,205 ,584 -,530 ,303

T S -,130 211 ,540 -,558 297

SEX ,045 ,205 ,828 -,371 ,461

TEX -,068 ,205 , 741 -,485 ,348

TEX S -,062 211 770 -,490 ,366

SEX 113 ,205 ,584 -,303 ,530

T ,068 ,205 , 741 -,348 ,485

corticosteron S SEX -36,369 | 54,951 512 -147,925 75,186
a T 32,656 | 54,951 ,556 -78,900 144,211
TEX 15,614 | 54,951 778 -95,942 127,170

SEX S 36,369 | 54,951 512 -75,186 147,925

T 69,025 53,485 ,205 -39,555 177,605

TEX 51,983 | 53,485 ,338 -56,597 160,564

T S -32,656 | 54,951 ,556 -144,211 78,900

SEX -69,025| 53,485 ,205 -177,605 39,555

TEX -17,042| 53,485 ,752 -125,622 91,539
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TEX S -15,614 | 54,951 778 -127,170 95,942
SEX -51,983| 53,485 ,338 -160,564 56,597

T 17,042 | 53,485 , 7152 -91,539 125,622

PPARa S SEX -,085 435 ,847 -,968 ,798
T - 477 435 ,280 -1,360 ,406

TEX -,001 ,435 ,997 -,884 ,881

SEX S ,085 435 ,847 -,798 ,968
T -,393 423 ,360 -1,252 467

TEX ,083 423 ,845 -, 776 ,943

T S ATT 435 ,280 -,406 1,360
SEX ,393 423 ,360 -,467 1,252

TEX 476 423 ,269 -,383 1,335

TEX S ,001 435 ,997 -,881 ,884
SEX -,083 423 ,845 -,943 776

T -,476 423 ,269 -1,335 ,383

PPARd S SEX -,312 ,338 ,361 -,998 373
T -,229 ,338 ,502 -,915 457

TEX -,342 ,338 ,318 -1,028 ,343

SEX S 312 ,338 ,361 -,373 ,998
T ,083 ,329 ,801 -,584 ,751

TEX -,030 ,329 ,928 -,698 ,638

T S ,229 ,338 ,502 -,457 915
SEX -,083 ,329 ,801 -, 751 ,584

TEX -, 113 ,329 ,732 -, 781 ,554

TEX S ,342 ,338 ,318 -,343 1,028
SEX ,030 ,329 ,928 -,638 ,698

T ,113 ,329 ,732 -,554 ,781

PGC1a S SEX -,053 ,294 ,858 -,650 544
T -,386 ,294 ,198 -,984 211

TEX ,023 ,294 ,939 -,574 ,620

SEX S ,053 ,294 ,858 -,544 ,650
T -,333 ,286 ,252 -,915 ,248

TEX ,076 ,286 ,793 -,505 ,657

T S ,386 ,294 ,198 =211 ,984
SEX ,333 ,286 ,252 -,248 915

TEX ,409 ,286 ,162 -172 ,990

TEX S -,023 ,294 ,939 -,620 574
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SEX -,076 ,286 , 793 -,657 ,505

T -,409 ,286 ,162 -,990 172

CPI1b S SEX ,028 ,307 ,928 -,596 ,652
T -,479 ,307 ,128 -1,103 ,145

TEX ,054 ,307 ,862 -,570 ,678

SEX S -,028 ,307 ,928 -,652 ,596
T -,507 ,299 ,099 -1,114 ,101

TEX ,026 ,299 ,932 -,581 ,633

T S 479 ,307 ,128 -,145 1,103
SEX ,507 ,299 ,099 -,101 1,114

TEX ,532 ,299 ,084 -,075 1,140

TEX S -,054 ,307 ,862 -,678 ,570
SEX -,026 ,299 ,932 -,633 ,581

T -,532 ,299 ,084 -1,140 ,075

miostatina S SEX -,206 ,489 677 -1,199 ,788
T ,014 ,489 ,978 -,980 1,007

TEX -,092 ,489 ,852 -1,085 ,901

SEX S ,206 ,489 677 -,788 1,199
T ,219 476 ,648 -,748 1,186

TEX ,113 476 ,813 -,853 1,080

T S -,014 ,489 ,978 -1,007 ,980
SEX -,219 476 ,648 -1,186 ,748

TEX -,106 476 ,825 -1,073 ,861

TEX S ,092 ,489 ,852 -,901 1,085
SEX - 113 476 ,813 -1,080 ,853

T ,106 476 ,825 -,861 1,073

relat_gord S SEX -,053 ATT ,912 -1,020 915
T ,526 ATT 277 -,441 1,494

TEX -,024 ATT ,959 -,992 ,943

SEX S ,053 ATT ,912 -,915 1,020
T 579 464 ,220 -,363 1,521

TEX ,028 ,464 ,952 -,913 ,970

T S -,526 ATT 277 -1,494 441
SEX -,579 464 ,220 -1,521 ,363

TEX -,551 ,464 ,243 -1,493 ,391

TEX S ,024 ATT ,959 -,943 ,992
SEX -,028 464 ,952 -,970 913
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T 551 | 464 | 243 | -,391 1,493

Based on estimated marginal means
a. Adjustment for multiple comparisons: Least Significant Difference (equivalent to no adjustments).

*. The mean difference is significant at the ,05 level.
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APENDICE C - Valores individuais de aminoacidos séricos livres (nMol/L)

Asp Glu Hpro Asn Ser Gln Gly His Arg+tTau  Thr Ala

S 38 170 37 38 248 593 230 68 27 231 424

52 134 44 33 253 647 244 79 30 233 391

IX 26 166 41 28 231 623 326 78 31 245 421

CAS 15 176 31 24 192 721 252 61 27 191 331
T 33 195 41 24 288 622 329 62 32 217 435

34 140 40 16 229 528 250 60 27 232 308

TX 39 33 54 39 324 805 367 83 47 281 514

15 248 36 28 246 699 300 69 34 233 479

S 52 158 39 27 253 691 265 73 34 313 399

54 147 31 23 236 599 256 71 25 257 323

IX 28 208 35 29 257 734 323 78 33 235 415

WPC 25 236 38 30 271 747 306 80 32 243 506
T 40 164 37 20 262 650 305 72 30 261 456

38 153 40 24 246 630 290 64 29 282 436

TX 23 241 39 37 256 723 332 84 36 267 468

29 189 39 17 229 631 301 60 28 226 388

S 28 176 26 23 265 588 301 73 27 225 381

45 157 33 30 263 656 289 64 32 241 384

IX 29 216 43 36 229 736 308 77 41 212 512

WPH 12 218 40 22 245 707 306 62 34 221 628
T 41 178 44 29 252 703 296 80 37 303 396

43 148 32 12 230 499 264 53 22 251 348

TX 34 213 46 34 282 685 370 77 41 319 513

18 170 32 18 228 674 293 61 30 244 452




vel

Pro Tyr Val Met Cys Ile Leu Phe Trp Lys

S 119 52 139 47 12 83 126 76 22 322

122 51 143 71 11 83 132 79 18 409

IX 123 90 166 63 20 78 135 73 23 456

CAS 96 54 135 54 11 65 113 73 18 322
T 119 61 153 55 10 90 147 76 25 399

111 57 128 49 16 74 117 63 20 373

TX 149 74 182 61 11 100 180 93 27 535

126 76 180 59 15 101 170 92 29 385

S 130 40 154 62 12 81 141 74 21 422

93 35 126 45 9 80 115 67 26 359

IX 121 67 170 66 10 94 155 92 29 397

WPC 123 60 184 67 11 107 167 96 36 476
T 117 47 162 65 13 89 144 81 26 451

109 40 127 45 15 73 110 70 25 413

TX 133 80 207 75 15 114 192 102 33 479

103 63 159 53 14 94 149 86 31 361

S 104 49 134 44 18 76 130 65 22 348

121 38 153 49 10 88 137 72 21 358

IX 129 59 177 58 12 116 181 96 29 431

WPH 132 69 192 55 13 111 177 97 31 383
T 139 45 131 58 10 68 127 67 25 408

100 40 129 43 11 73 116 61 20 331

TX 132 76 171 67 9 99 156 95 34 561

112 51 136 54 15 85 136 81 27 409




Sel

APENDICE D - Valores individuais de aminoacidos musculares livres (nMol/kg)

Asp Glu HPro Asn Ser Gln Gly His Arg Tau Thr

S 27 1296 287 232 835 4071 4184 256 8282 9499 6362

28 1179 283 262 939 3556 4417 266 9505 10233 6466

SX 136 1174 206 225 922 3117 4693 289 8260 9448 6168

CAS 151 1188 221 239 942 3130 4720 302 8276 9460 6184
T 91 1435 331 197 837 3921 4805 228 9902 9305 6137

114 1467 279 275 784 3752 5131 270 9689 10620 600

X 835 787 243 234 876 3109 4185 251 8553 9760 6440

2050 950 234 309 986 4011 5055 351 10161 10034 6798

S 365 1081 317 229 886 3941 4980 181 7168 11389 7596

385 1027 326 289 1220 4354 4713 164 8647 10320 6480

SX 668 995 149 217 894 3330 4400 248 8032 10285 5943

WPC 618 1138 179 273 1393 3848 4977 238 8978 10387 6382
T 693 1261 190 210 909 3517 4417 258 7475 9777 6357

635 1253 234 215 1226 4466 5106 368 7450 10642 6703

X 2478 1390 197 326 1308 3449 4565 385 7035 9015 6614

3022 1857 166 330 2022 3866 4944 387 8669 9678 7660

S 750 901 220 237 1115 3595 5331 239 8189 10103 6369

747 1254 228 291 1250 3888 4443 340 7975 10640 6653

SX 2152 1289 190 327 1197 3014 4537 357 7945 11758 6788

WPH 2223 1139 207 382 1518 3387 4885 405 7731 10732 6041
T 2069 1185 243 385 1505 3978 5682 422 8794 10858 6633

1714 1301 315 294 1221 3907 5299 332 9250 10553 6390

TX 3041 1471 236 336 1548 3037 6227 350 8260 9541 7053

3106 1714 228 415 1875 3485 5605 397 9530 9893 7800




9¢l

Ala Pro Tyr Val Met Cys Ile Leu Phe Trp Lys

S 3636 299 20 129 16 24 193 155 56 15 1370

4253 337 37 152 16 27 164 196 54 15 1260

SX 3494 271 55 150 25 25 51 186 76 24 923

CAS 3516 288 66 167 39 34 66 201 88 34 937
T 2884 317 70 130 17 30 30 116 41 21 1301

4195 378 74 133 19 42 24 130 247 24 1033

X 3183 242 60 200 45 33 83 201 101 38 1126

2318 222 70 247 65 39 98 202 115 49 1134

S 4015 261 57 167 29 42 50 143 68 22 913

4075 331 90 130 34 47 44 152 86 24 1555

SX 3326 284 53 189 50 29 77 189 104 36 807

WPC 4443 415 43 269 155 44 162 204 248 47 835
T 3214 251 81 222 66 32 88 233 115 25 1037

2419 215 143 247 70 43 106 294 294 62 1203

X 3888 400 154 388 136 40 227 452 224 58 1605

5321 450 176 279 179 39 219 513 250 99 1882

S 3507 274 98 281 123 29 212 355 153 35 101

3679 321 78 307 191 37 260 598 160 55 1069

SX 4492 465 151 468 162 38 254 534 269 72 972

WPH 4713 511 155 596 175 43 361 621 328 68 889
T 4861 457 178 517 238 49 250 589 273 55 1400

3696 431 138 466 164 47 295 628 201 48 1419

TX 4498 539 172 498 169 42 259 543 261 58 1193

5337 683 257 554 158 80 487 898 311 93 816




