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RESUMO GERAL

As proteinas de soro de leite, além de possuirem um alto valor bioldgico e
escore quimico superior & de outras proteinas de origem animal, sdo
consideradas proteinas de rapida absorcdo facilitando o metabolismo, esta
caracteristica especial resulta em maior influéncia na recuperacdo de
organismos debilitados, estimulando a sintese de proteina, o que parece
justificar a sua utilizagdo como suplemento na alimentacio de esportistas.
Recentemente as proteinas do soro vém sendo muito utilizadas por atletas,
devido a suas caracteristicas fisiologicas e funcionais. Contudo n3o se sabe
ainda qual & o melhor grau de hidrdlise dessas proteinas capaz de proporcionar
resultados benéficos ao exercicio fisico. Tendo em vista o papel energético da
proteina no exercicio prolongado, vérias pesquisas sobre exercicio e
metabolismo protéico tém sido realizadas na tentativa de elucidar a dosagem
correta de proteinas em dietas para esportitas em funcdo do exercicio. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis conseqliéncias
metabolicas do consumo sub-crdnico do isolado de soro de leite (ISL) e seu
proteolisado (HSL) de grau de hidrdlise 7,8%, como Unica fonte protéica, em
ratos sumetidos ao exercicio fisico. Ratos machos Wistar (~100g), foram
divididos em trés pares de grupos: Treinados (HT/IT), treinados e exercitados
até a exaustos (HE/IE) e sedentdrios (HS/IS). Observou-se que o ponto de
exaustdo do grupo tratado com isolado de soro de leite (ISL) foi alcancado
muito antes que os alimentados com o hidrolisado de soro de leite (HSL),
(60+13min e 156x18min,respectivamente). Nos niveis de lactato sangiiineo foi
encontrada diferenca significativa nas diferentes categorias. Para os niveis de
GH foi encontrada diferenca significativa para quase todas as categorias,
mostrando que nos grupos alimentados com HSL as reservas foram maiores,
enquanto que os niveis de GM e de AGL ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. Os niveis de GC nos grupos HE/IE
apresentaram diferengas significativas guando comparadas aos sedentdrios. A
concentragdo sérica de glicose e de colesterol ndo apresentaram diferencas
significativas, enquanto gue os de TGL apresentaram diferengas significativas
quase em todos 0s grupos. De acordo com os resultados obtidos conclui-se que
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a dieta com hidrolisado de soro de leite de grau de hidrélise médio promoveu
um melhor desempenho fisico em animais treinados, como foi evidenciado pelo
teste de exaust80.No segundo ensaio trabalhou-se apenas com um tipo de
dieta (hidrolisado) para todos os ratos. O experimento teve a duracdo de 10
semanas, objetivando verificar a capacidade de recuperacdo de ratos
submetidos a exercicio fisico exaustivo. O estudo mostrou que o desempenho
dos sedentarios no momento do treinamento exaustivo era sempre inferior
(42+14 e 79+16 min). Em relacdo aos niveis de glicose ndo houve diferencas
significativas entre os grupos. Os niveis de lactato sanglineos apresentaram
diferengas significativas nos grupos submetidos & atividade fisica exaustiva
(p<0,05), mostrando que o hidrolisado foi vantajoso. O GH nfo apresentou
diferengas significativas entre os grupos SM e TM, mas mostraram diferencas
significativas quando comparados aos demais grupos, havendo uma
recuperacdo gradual do glicogénio, todavia incompleta. Os resultados do GM
foram semelhantes aos do GH, porém a recuperagdo foi completa. Quanto ao
GC, estes ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos SEM e
TEM, mas apresentaram diferengas significativas quandoc comparados aos
demais grupos. Os parametros de glicose sérica, insulina e colestero! ndo
apresentaram diferengas significativas em nenhum dos grupos. A concentracdo
de AGL foi maior para o grupo SEM e menor para o grupo TER/24
significativamente. Finalmente em relacdo aos niveis de TGL, 0s grupos SM,
SEM e TM ndo apresentaram diferengas significativas entre si, mas
apresentaram diferencas significativas em relacdo aos grupos TEM, TER/24 e

TER/48, sendo notada uma recuperacdo gradual deste pardmetro.

Palavras chaves: : Atividade fisica, hidrolisado, isolade protéico, soro de leite,

proteina, recuperagao, ratos, exercicio.
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GENERAL SUMMARY

Milk whey proteins, besides their high biological value and superior chemical
score in comparison to other proteins of animal origin, are considered proteins
of fast absorption and metabolism. Fast proteins are thought to be more
efficient in the recovery of debilitated organisms in a pronounced catabolic
state because of great stimulation to protein synthesis, which justifies its
possible use as food supplement for of sports men. Today, the whey proteins
have become widely used by athletes due to their various properties.
Regarding the effect of the degree of hydrolysis, it is not yet known what
influence this factor can have on the beneficial effects to the exercising rat. In
view of the energy value of proteins in exhaustive exercise, several studies on
exercise and protein metabolism have been carried out in the attempt to
elucidate the proper amount of protein that must be consumed by sportsmen.
The present work had the objective of evaluating the possible metabolic
consequences of the sub-chronic consumption of milk-whey protein isolate and
its enzymatic hydrolyzate, with medium degree of hydrolysis, as the only
protein source, for rats submitted to physical exercise in the treadmill. Male
Wistar (~100g), were divided in to three groups: Trained (HT/IT), trained and
taken to exhausts (HE/IE) and sedentary (HS/IS).It was observed that the
point of exhaustion in the group consuming the whey protein isolate (ISL) was
reached long before the group fed the whey protein hydrolyzate (HSL)
(60£13min vs. 156x18min). For the iactate levels in blood, significant
difference (p<0,05) was found between the different categories indicating that,
at 24h after exhaustion, the hydrolyzed protein of the diet was responsible for
the faster recovery of the basal blood lactate. For the GH levels significant
differences for almost all the categories were found, showing that the groups
fed the HSL exhibited greater GH concentrations than did their cohorts, GM did
not present significant differences between the pairs of groups and the same
was observed with regard to the concentration of fatty acids. The GC showed
that the HE/IE groups had significant differences when compared to the
sedentary groups. The cholesterol and glucose parameters did not present
significant differences between any two groups, whereas the TGL levels
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presented significant differences for almost all of the groups. The results
suggest that the hydrolyzed protein was considerably more efficient than the
whole protein in promoting better physical performance and conservation of
the biochemical parameters. In the second experiment only one diet type
(hydrolized)was used to feed all rats. This experiment took 10 weeks to
complete. The study showed that the performance of the sedentary rats during
exercise was always inferior compared to the group of rats submitted to
continuous exercise (79+16min vs. 42x14). In relation to the glucose levels,
there were no significant differences among the different groups. The [actate
levels in blood presented significant differences in the groups submitted to the
exhausting physical activity (p<0,05), as compared to the groups not
submitted to exhaustion (SM and TM). In the case of the GH, it was observed
that the SM and TM groups presented significant differences with the other
groups and the recovery of the glycogen was not complete. A similar behavior
was observed for the GM except that the recovery was complete. The SEM and
TEM groups presented significant differences in comparison with the other
groups in the case of the GC. The serum glucose, insulin and cholesterol
parameters presented no significant differences in any of the groups. For the
fatty acids, it was observed that the SEM and the TER/24 groups had the
highest and lowest concentrations, respectively. These groups were statically
different from the rest of the groups. Finally, for the TGL levels, it was

observed that the recovery of this parameter was gradual and not complete.
*HSL = milk-whey protein hydrolysate, ISL= milk-whey protein isolate

Keywords: physical activity, protein hydrolysate, isolates, whey protein, protein,

exercise, recovery, rats.
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Capitulo 1 Introducdo

1. INTRODUCAO GERAL

O soro do leite foi por muito tempo um residuo da indastria de lacticinios
de pouca utilidade, além de ser considerado um agente poluente. Atuaimente,
este subproduto é considerado como um produto de alto valor econdmico, ndo
sd por ser fonte de proteinas de alto valor nutricional, com excelente balango
de aminodacidos (Jayaprakasha et al., 1999), mas pelas caracteristicas de
alimento funcional que lhe sdo atribuidas (SGARBIERI; PACHECO, 1999).

Atualmente é encontrado comercialmente na forma de: concentrados e
isolados protéicos, ou como ingredientes de muitos produtos formulados,
sendo que os produtos comercializados como suplementos de aminoacidos, sdo
produzidos a partir de proteinas de soro de leite previamente hidrolisadas
(RAMOS, 2001)

Todas as proteinas em especial as do soro de leite sdo quebradas por
hidrolases com especificidade pela ligagdo peptidica e por peptidases como as
endopeptidases (proteases) as quais atacam ligacdes peptidicas internas. Estas
enzimas sdo importantes para a quebra inicial de longos peptideos em
menores, 0S quais pode ser atacado por exopeptidases, que tiram um
aminoacido de cada vez da extremidade COOH terminal (carbopeptidases) ou
da NH; terminal (aminopeptidases) dando como produtos finais aminoacidos
livres e di e tripeptideos que sdo absorvidos mais rapidamente pelas células
epiteliais do intestino delgado (SCHULTZ, 1996).

Produtos importantes da acdo enzimatica sdo os hidrolisados protéicos
(como o hidrolisado de soro de leite), os quais sd3o considerados pela sua
importancia nutricional e tecnolbgica, devido as propriedades funcionais
superiores que 0s mesmos conferem {MEREDITH et al., 1990).

Tais proteinas servem como fontes de peptideos bioativos com
atividades fisiolodgicas, os quais em produtos industrializados oferecem uma
variada gama de oportunidades de aplicacdo (McIntosh et al., 1998). Vale
ressaltar que a proteina hidrolisada é mais rapidamente absorvida do que sua
forma intacta (MEREDITH et a/., 1990).
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O hidrolisado protéico de soro de leite vem sendo utilizado em grande
escala na produgado de alimentos para esportistas, principalmente devido a sua
répida absorgdo. O efeito do exercicio fisico nos requerimentos protéico tem
sido um toépico controverso durante muitos anos. Uma quantidade consideravel
de evidencia experimental indica que o exercicio regular incrementa as
necessidades de proteina (LEMON, 1991).

A atividade fisica tem tido sua importincia aumentada nos udltimos anos
como uma das diversas formas de prevengdo contra doencas ou estados
patoldgicos. Sabe-se também que ela produz beneficios psicolégicos, tais como
a diminuigdo de tensdo provocada pelo estresse da vida moderna. Além disso
o exercicio fisico induz uma série de adaptacBes metabdlicas, as quais variam
de acordo com a duragdo e intensidade do exercicio (PIMENTA, 2003).



Obietivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Avaliar a eficacia metabdlica do isolado de soro de leite € seu hidrolisado
enzimaticamente de grau de hidrdlise médio como Unicas fontes protéicas na
dieta padrdo de ratos submetidos ao exercicio fisico.

2.2. Objetivos Especificos:

» Determinar a influéncia fisioldgica de ambas dietas nos ratos
treinados e sedentarios.

> Comparar as respostas bioguimicas das duas dietas ministradas
sub-cronicamente a ratos sedentarios e ratos exercitados em esteira. Dieta
*ISL”, preparada com isolado do soro do leite, e dieta “HSL”, preparada com o
ISL-Hidrolisado enzimaticamente.

> Utilizar alguns dos parametros biogquimicos para avaliagdo do
desempenho, tais como: Glicogénio hepatico, glicogénio muscular
(gastrocnémio, coragdo, lactato, glicose, insulina, &cidos. Graxos,
triacilglicerdis, colesterol.

> Tendo em vista 0s resultados do primeiro experimento, estudou-
se posteriormente, o efeito da proteina que melhores resultados proporcinou
aso animais, através da capacidade de recuperacdo do animal exaurido nos
tempos 0, 24 e 48 horas ap0s o treinamento exaustivo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A nutricdo € um dos fatores que pode afetar o desempenho do individuo
submetido ao exercicio fisico. A nutrigdo bem equilibrada pode reduzir a fadiga,
permitindo melhor desempenho por um maior periodo de tempo, e/ou uma
recuperacdo mais rapida entre duas secdes de exercicio.

A ingestao protéica tem sido uma preocupacdo nos atletas competitivos
desde os mais remotos tempos dos jogos olimpicos da Grécia. As pessoas
engajadas em trabalho bragal ou atiético usualmente preferem uma dieta com
alto teor de proteinas, ao invés daguelas que levam uma vida sedentdria
(WOLINSKY; HICKDON, 1996).

Nas duas ultimas décadas, os pesquisadores tém conduzido
experimentos projetados para produzir evidéncias que sustentem ou neguem
essa pratica. Emergindo assim duas linhas predominantes de investigac3o.

» Uma baseada em que o exercicio traumatiza ou “acaba” com as
proteinas do musculo esquelético e, para reparar essa perda e a
hipertrofia compensatéria deveria ser consumida uma dieta com
alto teor de proteina (WOLINSKY; HICKDON, 1996).

» Pela outra, acredita-se que o exercicio aumenta a oxidacdo de
aminoacidos no musculo esquelético para fornecer energia para o
trabalho, tornando-se necessaria uma dieta com alto teor protéico
para renovar a quantidade de proteina do musculo esquelético
que foi convertida em energia. (WOLINSKY; HICKDON, 1996).

Existem muitos estudos sobre os requerimentos de proteina na dieta,
para um Otimo desempenho atlético, a maioria desses estudos concluiram que
dietas com alto teor de proteina sdo necessérias para atletas que fazem
exercicios de resisténcia, sendo este um tema controverso na atualidade entre
os profissionais de saude (LEMON, 1991).
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Para que o exercicio possa ser executado, é necessario gue o0 organismo
disponha de substratos energéticos, onde o tecido muscular transformara a
energia quimica em mecéanica (YOUNG et al., 1985).

A intensidade e a duracdo do exercicio sdo fatores determinantes na
selecdo dos substratos carreadores de energia pelo corpo. Para exercicios de
alta intensidade e de pouca duracdo, o corpo utiliza a adenosina-trifosfato
(ATP) e creatinina-fosfato (CP) de reserva, as quais sdo reservas imediatas,
embora limitadas. Por outro lado, exercicios prolongados utilizardo quantidades
variaveis de carboidratos, lipideos e proteinas (TASSI et al., 1998).

O exercicio influencia significativamente todo 0 metabolismo do corpo,
tendo efeito profundo no metabolisme das proteinas (Tipton et al., 1999),
consumo de Oz (VO2) acima dos niveis de repouso (Laforgia et a/., 1997; Bahr
e Sejersted, 1991), transporte de aminodcidos, glicose plasmatica e niveis de
insulina (Roy et al. 1997; Wojtaszewki et al., 2000), assim como maiores
concentragBes de lactato muscular (PILEGAARD et al., 1999; GLADDEN, 2000).

Dentre as mudangas causadas pela atividade fisica, sabe-se que 0
transporte de glicose para o musculo e a atividade da enzima glicogénio-
sintetase sdo aumentados apds uma sessdo de exercicio. Sabe-se também que
a glicose sanglinea é um substrato importante para a realizacdo do exercicio
(Jeukendrup et al., 1999). No musculo esqguelético do rato hd um aumento na
sensibilidade a glicose por dois motivos, transporte de glicose e ativacdo da
glicogénio-sintetase apds o exercicio. Essas mudancas facilitam a acfo da
enzima glicogénio-sintetase, e possivelmente constitui-se no meio pelo qual o
estoque de glicogénio muscular é aumentado no pré-exercicio do animal
treinado (WOJTASZEWSKI et al., 2000).

JEUKENDRUP et a/. (1999) diz que ha um aumento rapido nos niveis de
glicose durante o exercicio, provavelmente causada pela ativacio do
mecanismo responsavel pelo uso da glicose que, por sua vez, resulta em
aumento do fluxo de capilares sanglineos, bem como do transporte de glicose
para o muscuto em atividade.
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3.1.PROTEINAS

As proteinas s8o substdncias reconhecidas como parte vital dos tecidos
vivos. Esses componentes ocupam o segundo lugar, em termos quantitativos,
correspondendo a 20% do peso corporal. Elas s8o formadas por residuos de
aminoacidos, 0s quais estdo unidos em longas cadeias, em varias formas e
combinacdes quimicas para formar estruturas protéicas muito diversas
(COLGAN, 1993).

As proteinas tissulares podem ser gastas (catabolismo), repostas
(anabolismo). Elas sdo a base da construgdo de novos tecidos, participam em
quase todos os processos vitais, como por exemplo, as enzimas, horménios e
alguns polipeptidios dirigem e regulam o metabolismo corporal, enquanto as
proteinas musculares ddo sustentacdo e permitem o movimento. Nos 0S8S0S, O
colageno forma uma rede para a deposiciio de cristais de fosfato de cilcio,
agindo como cabos de ago no concreto reforcado. Na corrente sangiinea,
proteinas como a hemoglobina e albumina plasmatica transportam moléculas
essenciais a vida, enquanto as imunoglobulinas destroem as bactérias e virus
que invadem o organismo. Em soma, as proteinas apresentam uma incrivel
diversidade de fungbes, embora todas compartilhem a caracteristica estrutural
comum de serem polimeros lineares de aminoécidos (CHAMPE; HARVEY,
1996).

Na natureza, mais de 300 aminoacidos diferentes est3o descritos, mas
somente 20 sdo comumente encontrados como constituintes das proteinas dos
mamiferos, aclarando que estes sdo os Unicos aminoacidos codificados pelo
DNA, ou material genético na célula, os quais foram classificados em
nutricionalmente essenciais (8) e ndo essenciais (12). Sdo considerados
aminoacidos essenciais: VAL, LEU, ILE, LYS, MET, THR, PHE, TRP e HIS (a HIS
& considerado essencial para os recém-nascidos), os guais encontram-se em
proporgbes adequadas no soro de leite, ovo, caseina, carne e proteina de soja.
Dentre os aminoacidos ndo indispensaveis temos: TYR, GLY, ALA, CYS, SER,
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ASP, ASN, GLU, GLN, PRO, ARG. (LEHNINGER, 1989;SGARBIERI, 1996;
FARFAN; PACHECO, 2003).

Todos eles tém em comum um atomo de carbono (C.) no qual esta
ligado um atomo de hidrogénio, um grupo amino (NH2), um grupo carboxilico
(COOH} e a uma cadeia lateral distinta (“grupo R"). O que difere um
aminoacido do outro é a cadeia lateral que esta ligada na quarta valéncia do
C.. O Unico aminoacido gque ndo segue esse padrdo é a prolina porque a cadeia
lateral deste aminoacido e o grupo alfa-amino formam uma estrutura em anel,
e assim a prolina difere de outros aminodacidos, pois contém um grupo imino
em vez de um grupo amino. Em pH fisioldgico (aproximadamente 7.4), o grupo
carboxila é& dissociado, formando o ion carboxilato (COQ7), carregado
negativamente e o grupo amino € protonado (NH;") (Lehninger, 1989; Farfan;
Pacheco, 2003).

> 3.1.1 Tipos de proteinas
Existem proteinas de:

1. Alto valor biolégico, que sdo as proteinas que fornecem todos os
aminoacidos essenciais nas proporgbes adequadas (ovo, carmnes,
leite e derivados).

2. Baixo valor biolégico, que s3o as chamadas proteinas incompletas
por ndo apresentarem todos os aminoacidos essenciais. Inciui-se
neste grupo as proteinas vegetais, recomenda-se que este tipo de
proteinas deve ser consumido sempre junto com outras proteinas
para que exista uma complementacao dos aminodacidos entre elas
(COLGAN, 1993).

» 3.1.2.Estrutura das proteinas

As proteinas apresentam diferentes estruturas tridimensionais, sendo
classificadas em: primaria, secundaria, tercidria e quaternaria.
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A estrutura primaria se caracteriza por apresentar apenas ligacBes
peptidicas entre os aminodcidos, as secundérias s80 estruturas regulares e
estdveis, mantidas por pontes de hidrogénio ou por ligacBes gue podem ser
intramoleculares ou intermoleculares, levando a cadeia polipeptidica a
conformacbes helicoidais, chapas pregueadas ou cadeias ao acaso. As
estruturas secundarias podem apresentar uma nova ordem de estrutura
envolvendo os dois ou trés tipos de estrutura, caracterizando a denominada
estrutura tercidria. Sendo estabilizada por vérias forgas: ligacBes dissulfeto,
pontes de hidrogénio, ligagdes salinas ou interacSes eletrostdticas, interacBbes
dipolo-dipolo e interagBes hidrofdbicas ou de Van der Waals (LEHNINGER,
1989; SGARBIERI, 1996; FARFAN; PACHECO, 2003).

A formagdo de estruturas quaterndrias é devida & interacdo de
polipeptidicas com estruturacdo terciaria. As unidades estruturais formadas por
essas cadeias polipeptidicas, ligam-se umas as outras por ligacbes do mesmo
tipo das encontradas nas estruturas terciarias (LEHNINGER, 1989; SGARBIERI,
1996; FARFAN; PACHECO, 2003)

> 3.1.3. Metabolismo das proteinas

Para melhor compreensdo, podemos considerar o metabolismo protéico
englobando a biossintese dos aminoacidos e das proteinas, seguida de
degradacdo protéica, oxidacdo dos aminoacidos no musculo e figado, a
utilizagdo do esqueleto carbdnico dos aminoacidos na gliconeogénese e a
produgdo e reciclagem de uréia (DOHN ef a/., 1985).

No periodo de absorcdo, hd mais aminoacidos do que o figado pode usar
na sintese de proteinas e outras moléculas nitrogenadas. Os aminoacidos em
excesso sdo liberados no sangue para ser utilizados por todos os tecidos na
sintese de proteinas, ou sdo desaminados, e os esqueletos de carbono
resultantes sdo degradados pelo figado até piruvato, acetil-CoA, ou outros
intermediarios do cicio de Krebs, sendo que estes metabdélitos podem ser
oxidados para obter energia, usados na sintese de &cidos graxos (BENYON,
1998).
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O figado possui capacidade limitada para degradar os aminoacidos de
cadeia ramificada como LEU, ILE e VAL, eles atravessam o figado
essencialmente inalterados e sdo preferenciaimente metabolizados no mdsculo
(principal sitio para degradacao de aminoacidos de cadeia ramificada), onde
sd0 usados para sintese de proteina e como fonte de energia (HOOD;
TERIUNG, 1991).

Na absor¢do aumentada de proteinas o organismo ndo pode armazenar
proteinas do mesmo modo que mantém as reservas de glicogénio ou
triacilglicerol. Entretanto, um aumento transitério na sintese de proteinas
hepdticas ocorre no estado de absorgdo, resultando na reposicdo de qualquer
proteina que tenha sido degradada no periodo pos-absortivo prévio (RAMOS,
2001).

No homem com peso corporal de 70kg possui aproximadamente, 12kg
de proteina e 200-220g de aminodcidos livres, nos quais sdo, continuamente,
cedidos para a sintese protéica e repostos pela degradac8o das proteinas do
organismo, denominado “turnover” protéico {(BENYON, 1998).

Este turnover protéico, para um homem de 70kg gira em torno de
300g/dia. O organismo dispde de um estoque (pool) de aminoacidos mantido
pela degradag¢do de tecidos protéicos e pelas proteinas provenientes da dieta.
Alguns aminoacidos que ndo sdo utilizados imediatamente, ndo podem ser
estocados e devem ser desaminados ou degradados (BENYON, 1998).

A degradacdo protéica leva a uma perda de nitrogénio, na forma de
uréia de 40-55g/dia, o que nos leva a acreditar que para evitar um balango
nitrogenado negativo, uma dieta normal didria deve conter 40-55g de proteina
de alto valor bioldgico. As recomendagdes quantitativas de proteinas nas dietas
seguiram estes preceitos basicos.

A quantidade de proteina dietética recomendada pela maioria dos
comités especializados em nutrigdo tem variado entre 0,8 (Canadian
Departament of National Health and welfare, 1983; US Food and Nutrition
Board, 1989; Food and Agricultural 1985), 1.0 (Asutralian NationalHealth and
Medial Reseach Council, 1987, Dutch Nutrition Board, 1988 para mulheres) e
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1.2g/kg™ de peso corporal por dia (Dutch Nutrition Board, 1988 para homens)
para individuos adultos sadios.

O individuo em situagBes especificas (crescimento, gestacdo, atividade
fisica e convalescenga), necessita de uma quantidade maior de proteinas
dietéticas para manter um balango nitrogenado positivo (LEMON, 1997;
BENYON, 1998).

3.2.PROTEINAS DO LEITE.

O leite bovino contém aproximadamente de 3,9% de gordura, 3,3% de
proteina, 5% de lactose, 0,7 de minerais. Pode ser considerado o alimento
mais compieto da natureza e o Unico que satisfaz as necessidades dos recém-
nascidos, nos primeiros meses de vida. Onde as principais proteinas do leite
sdo: caseina (~80%) e proteinas do soro do leite (~20%), tais como a B-
Lactoglobulina e o-Lactalbumina, entre outras (WONG et al,. 1996;
PUNIDADAS; RIZVI 1999),

As caseinas compreendem cerca de ~80% do leite de vaca, dentre as
quais temos como as mais importantes as og; as2; B € x caseinas. O leite
humano contém pouco as caseinas; a B caseina compreende cerca de 30 a
35% do total das caseinas sendo as y caseinas fragmentos proteoliticos das B e
a x caseina € a uUnica das caseinas que contem cisteina. As micelas das
caseinas sdo unidas através das pontes de fosfato formando submicelas estas
submicelas formam as micelas de caseinas. No interior das micelas existem
misturas de a e B caseinas e na superficie das «x caseinas que possuem alta
hidrofobicidade (PUNIDADAS; RIZVI 1999; GINGER; GRIGOR, 1999). As
proporgdes dos diferentes componentes do leite humano e bovino é observada
na Tabela 1
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Tabela 1. Composicdo dos nutrientes e fragbes protéicas do leite humano e

bowvino.

COMPONENTES

LEITE HUMANO

%%

LEITE BOVINO

0%

Lactose
Gordura
Minerais

Proteina

Caseinas
aey-ocaseina
ag-caseina
B-caseina
y-caseina
x-caseina
Proteinas do soro
a-lactoalbumina
f-factoglobulia
Albumina sérica
Imunoglobulinas
IgA

IgG

IgM

Lactoferrina

6,89
4,38
0,118
1,3
g/l
3-5

3-5

1-3
4-6
2-3

0,3

0,1
0,01
0,02
1-3

4,8
3,9
0,68
3,4
g/L

26

10

2,6

9,3

0,8

3,3

5-7
0,8-1,2
5-7
0,4

7-11
2-3
0,05

traco

USDA National Nutrient Database for Standard Reference, Release 15 (August 2002).

» 3.2.1.Proteinas do soro do leite (whey protein)

O soro de leite (~20%) contém de 4-7g de proteina/lL, sendo que a

concentracdo real depende do tipo de soro (dcido ou doce, tipo de queijo e

caseina), estagio de lactagdo e condigdes de processamento usados na
manufatura do queijo ou caseina (MARSHALL; HARPER, 1988).
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As proteinas nativas do soro sdo separadas das caseinas do leite bovino
pela sua solubilidade em pH 4,6. Estas apresentam diferentes sensibilidades
para temperaturas maiores que 50°C. O grau de desnaturacdo depende dos
componentes da proteina, da concentragdo total dos sdlidos e temperatura,
tempo de exposicdo, pH e forga idnica. As Ig s80 mais sensiveis & temperatufa
enquanto que a fragdo proteose-peptona é termoestavel em larga faixa de pH
(MARSHALL; HARPER, 1988; PUNIDADAS; RIZVI 1999; GINGER; GRIGOR,
1999).

O soro € um subproduto do leite, obtido durante a producdo de queijo
ou de caseina. Com o surgimento de novas tecnologias, o soro tornou-se um
ingrediente muito valorizado pelas suas qualidades nutricionais. Para o
processamento do soro existem inimeras técnicas, sendo esta de fundamental
importéncia para qualidade final do soro do leite, dependendo do processo
utilizado, o soro pode ter maior ou menor teor de lactose, gordura e proteina
(que pode chegar a 92% no caso do isolado de proteina de soro) (COLGAN,
1993).

Dentre as proteinas do soro de leite temos: a B-Lactoglobulina (B-Lg), a-
Lactalbumina (o-La), imunoglobulinas (Ig), albumina sérica (BSA) e
polipeptideos de pesos moleculares menores derivados da protedlise de
algumas caseinas. Os dois grupos principais so o da B-Lg e a-La,
representando mais de 80% das proteinas do soro, sendo gue a B-Lg
representa aproximadamente 55% e a a-La 25% das proteinas totais (HORNE,
1990).

A mais abundante e principal proteina do soro de leite é a B-
Lactoglobulina, apresentando estrutura molecular secundaria com
aproximadamente 15% de a hélice e 50% de B folha e de 15 a 20% “reverse
tum”. Esta proteina esta presente no leite na forma de um dimero quando se
encontra a temperatura ambiente e entre um pH de 5 a 7, quando a
temperatura esta acima dos 40°C os dimeros comecam a se dissociar em
mondmeros (MARSHALL; HARPER, 1988).

12
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0O interior da molécula da B-Lg € hidrofdbico e a parte externa é
hidrofilica, apresenta ponto isoelétrico de 5,2, sendo que € mais estavel em pH
6,0, a desnaturagdo ocorre a temperaturas de 75°C e pH 2,5,. Dentre a
propriedades fisioldégicas da B-Lg pode-se citar: capacidade de ligar-se ao
retinol, acidos graxos, substéncias hidrofobicas e a um receptor do intestino,
possivel envolvimento com o transporte de vitamina A, 0 qual confere protecdo
(MARSHALL ; HARPER, 1988; HORNE, 1990).

A a-Lactalbumina é a segunda proteina mais importante do soro, sendo
a mais termoestdvel e de menor peso molecular. A a-L.a é uma proteina que se
liga ao caicio e estas ligagdes sdo fortemente dependentes do pH. Apresenta
também afinidade por outros metais tais como: Zn, Mn, onde as ligaces sdo
de tipo dissulfeto, sendo uma proteina com funcdo bioldgica especifica (atua na
sintese de lactose em situagBes de diminuigdo de glicose). Sabe-se que a a-
lactalbumina é produzida pela precipitagdo térmica ou precipitacdo acida na
presenca de fons calcio (MARSHALL; HARPER, 1988).

A albumina sérica bovina (BSA) é sintetizada no figado e secretada no
leite, representando 1-2% do total das proteinas do leite (Horne, 1990) A BSA
contém a maior cadeia peptidica de todas as proteinas de soro e esta envolvida
nas ligacBes com &cidos graxos (MARSHALL; HARPER, 1988).

Dentre as imunoglobulinas (Ig) do soro de leite temos IgG, IgA e IgM,
onde a IgG corresponde a 80% do total das imunoglobulinas. Essas proteinas
junto com lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima e xantina oxidase s&o
importantes em relagdo as propriedades antimicrobianas do colostro, além
destas propriedades apresentam também aumento na producdo enddgena de
glutationa, que € um excelente agente antioxidante que também exercem
importante papel no sistema imunolégico (CHAMPE; HARVEY, 1996).

A lactotransferrina € uma glicoproteina que se liga ao Fe, encontrada no
leite, apresenta estrutura secundaria e tercidria, que tem como funcdo
bicldgica seqiiestrar e solubilizar o Fe mantendo o nivel de Fe no metabolismo.
Essa proteina pode ser um importante componente do sistema bacteriostatico,
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.....

privando & bactéria de ferro para seu crescimento mostrando efeito inibitério
em bactérias gram negativas (HORNE, 1990).

Atualmente o soro do leite é muito valorizado por atletas e esportistas,
principalmente por conter todos os aminoacidos essenciais, apresentar
excelente digestibilidade e altissimo valor bicldgico. Durante o processamento
do leite, as vitaminas hidrossoltveis, principaimente a Vitamina C, Vitamina B1
(Tiamina), Vitamina B2 (Riboflavina), Vitamina B5 (Acido Pantoténico),
Vitamina B6 (Piridoxina), Vitamina B12 (Cianocobalamina), e os minerais
essenciais sao conservados (COLGAN, 1993).

O soro de leite apresenta concentraciio elevada de aminoacidos de
cadeia ramificada (AACR), estd concentracdio é maior que qualquer outra fonte
protéica possa ter, o que lhe confere maior importdncia para atletas gue
necessitam desta significativa fonte de energia.

Os aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, a isoleucina e a valina)
sdo considerados essenciais porque o organismo ndo pode sintetiza-los e
devem ser adquiridos através da dieta, encontrados principalmente em
proteinas de origem animal. Estes aminoacidos estdo na proporcdo de 15-20%
nas proteinas do musculo, sdo responsaveis por até 16% do fornecimento de
energia para 0 musculo, sdo oxidados nos musculos periféricos, a diferenca do
resto dos aminoacidos os quais sdo metabolizados no figado. SSo de grande
importdncia para atletas que necessitam desta fonte de energia, Estes
aminoacidos podem ser um dos suplementos mais benéficos para atletas de
resisténcia (VAN HALL et a/,. 1995).

Os AACR sdo utilizados em maiores proporcdes durante a atividade
fisica, agem como fonte de combustivel guando os estoques de glicogénio
estdo baixos, mantém o balanco de nitrogénio prevenindo o estado de
catabolismo ocasionado pelo excesso de treino. Esses aminodcidos s3o
liberados na circulagdo sangiinea pelo figado durante a atividade fisica. S3o
metabolizados diretamente nos musculos, participam do processo de geracdo
de energia nas atividades fisicas, principalmente as de longa duracdo evitando
a fadiga central.
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Recentemente descobriu-se que os processos de fadiga podem ter
origem periférica e/ou central. Os mecanismos de fadiga periférica estdo
relacionados com 0s grupos musculares envolvidos no exercicio fisico, sendo
que esta fadiga pode acontecer pela deplecdo de fosfagenos (ATP/CP) e
glicogénio muscular (COLGAN, 1993).

A fadiga central esta ligada ao sistema nervoso central (SNC) e pode
ocorrer tanto pela queda da concentragdo da glicose plasmatica (hipoglicemia)
como pelo aumento da serotonina, um neurotransmissor responsavel! pelas
sensacbes de sonoléncia, devido ao aumento de captacdo do aminoacido
triptofano, considerado precursor da serotonina. Este aumento pode estar
relacionado a diminuicdo de aminoacidos de cadeia ramificada {AACR), pois
eles competem com o triptofano pelo mesmo sistema transportador e pela
elevacdo plasmatica de acidos graxos livres que podem estar complexados a
albumina competindo, entdo pelos mesmos sistemas de ligagdo dessas
moléculas (COLGAN, 1993).

Estudos verificaram que a concentracdo plasmatica de triptofano
aumentou e a de AACR manteve-se inalterada em situacdo de exercicio
prolongado com uma dieta baixa de carboidratos, aumentando a relacdo
triptofano/AACR. Pesquisas sugerem que completando a dieta do atleta com
AACR ajuda a prevenir a queda do desempenho durante o exercicio
prolongado, por isso, devido a competicdo na absorcdo ndo se deve
suplementar AACR junto ao triptofano. Também foi demonstrada a relagdo
entre a suplementacdo dos AACR com ¢ aumento do glicogénio muscuiar, o
qual aumentaria a concentragdo de glicogénio no miuscuio. Com a diminuigdo
do transporte de glicose para o interior da célula, retarda o consumo de
glicogénio muscular e a acidose metabdlica, causadores da fadiga e com isso
ha oxidacdo dos acidos graxos livres durante o exercicio fisico retardando o
acumulo de lactato sangiineo e muscular (causadores da fadiga muscular).
Esses dados enfatizam a importdncia dos carboidratos associados a uma
suplementagdo de AACR na dieta para manter nivel 6timo desses aminoacidos
(COLGAN,1993; VAN HALL et a/,. 1995).
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Os AACR podem reduzir ou limitar o catabolismo protéico, sua
suplementacdo parece estimular a secrecdo de insulina, para isso sugere-se
que a sintese de proteina atribuida ao uso do AACR resulta do efeito da leucina
de promover a secrecdo de insulina que é o ativador do anabolismo direto no
processo de sintese de proteinas musculares.

Foi mostrado que os AACR podem suprimir o uso de outros aminodacidos
para geracdo de energia durante o exercicio prolongado evitando assim o
catabolismo protéico durante as atividades extenuantes, com isso, preservando
a massa muscular e evitando suas conseqléncias indesejaveis. Melhorando a
conversdo de glutamina em alanina, aminoéacido importante na manutencdo da
glicose sanguinea (COLGAN, 1993; VAN HALL et al,. 1995).

Outra fungdo importante dos AACR € a diminuicio do tempo de
recuperacdo das micro-lesdes resultantes do esforco fisico, como também as
evitando. Com isso, fazendo com que 0 miusculo esteja recuperado mais
rapidamente, resultando na melhora da “performance” e dos resultados. Fstes
aminoacidos sdo encontrados em todas fontes de proteinas animal (15%). Os
produtos derivados do leite contém grandes quantidades deles, sendo a
proteina isolada do soro do leite (WHEY PROTEIN 30%) é uma das fontes mais
ricas de AACR {COLGAN, 1993; VAN HALL et al,. 1995).

Os AACR também estdo presentes nos suplementos alimentares na
forma isolada ou associada. Os suplementos de aminoacidos apresentam como
vantagem uma absor¢do mais rapida em relagdo as proteinas, pois ndo
precisam passar pelo processo de digestdo, pois ja se encontram na sua forma
livre. Hoje se encontra no mercado uma gama variada de suplementos 3 base
de aminoéacidos (COLGAN, 1993; VAN HALL et a/,. 1995).

Pelo fato do AACR estimular a produgdo de insulina pode ocorrer como
conseqiiéncia da retirada rapida da glicose circulante a hipoglicemia causando
queda na performance. Portanto aconselha-se evitar o consumo de produtos
com elevados teores de AACR imediatamente antes do treino. Usuaimente
recomenda-se a ingestao de AACR até uma hora antes e duas depois do treino
{GOMES; TIRAPEGUI, 1998).
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» 3.2.2. Propriedades funcionais fisioldgicas das proteinas do soro
do leite

As proteinas do soro do leite possuem componentes funcionais e em
muitos casos com propriedades unicas, essencialmente usadas para
proporcionar qualidades tecnoldgicas, estruturais e de textura. Adicionalmente
apresentam um grande potencial dentre da nutrigdo (propriedades
fisiologicas), sendo gque estas propriedades podem incentivar seu uso como
ingrediente alimentar, j@ que as proteinas do soro sdo de facil digestdo e de
excelente eficiéncia metabdlica. As proteinas do leite possuem alto valor
biologico e também excelente balango de aminoacidos essenciais como os
sulfurados, atingindo assim os requerimentos do organismo, a concentracao
destes aminoacidos é maior que qualquer outra fonte protéica (REGESTER ef
al., 1996).

As proteinas do soro do leite sdo ricas em aminoacidos suifurados,
fornecem mais de 100% dos requerimentos nutricionais (FAQO recomenda 2,5
mg/g) destes aminoacidos para humanos em crescimento. Qs aminoacidos
sulfurados desempenham papel muito importante na manutengdo dos niveis de
antioxidantes naturais no organismo, como a glutationa, que atua
estabilizando o DNA durante a divisdo celular (REGESTER et al., 1996;
MCINTOSH et al., 1998).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias para isolar as proteinas do
soro do leite tem-se facilitado sua utilizagdo, em formulas infantis, por
apresentar uma composicdo muita parecida ao leite humanc (REGESTER et a/.,
1996).

Proteinas ricas em aminoacidos sulfurados tém ac8o protetora contra
tumores e agentes precursores dos mesmos, através do fornecimento de
metionina e cisteina na forma biologicamente disponivel. Estes aminoacidos
atuam na metilagdo celular causando impacto na estabilidade do DNA
(MCINTOSH et al., 1998).
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De acordo com BRINK {1996), as proteinas do soro parecem ser as
Unicas proteinas com habilidade de aumentar a resposta imune, elevar os
niveis de glutationa celular e prolongar a vida dos animais de experimentacdo.

A glutationa é um tripeptidio muitifuncional composto por cisteina, acido
glutamico e glicina, agindo como antioxidante, anticancerigeno e restaurador
do DNA, sendo encontrada em quase todas as células do organismo animal e
humano. A giutationa é um potente agente antioxidante e desintoxicante que
neutraliza os radicais livres. Protege contra a clivagem do DNA causada por
raios X e radiagbes ultravioleta do sol ajudando a manter a capacidade
carreadora de oxigénio das células vermelhas do sangue (BRINK, 1996).

As proteinas do soro do leite na forma biologicamente ativa, fornecem
aminoacidos e peptideos precursores de glutationa. Tal hiptese sugere que as
fragbes do soro do ieite rico em aminodcidos sulfurados podem manifestar
grande atividade imunomoduladora atuando contra o desenvolvimento do
cancer de célon (MCINTOSH et al., 1998).

Ensaios com animais experimentais demonstraram retardamento e
resisténcia no desenvolvimento de cdncer de colon quando alimentados com
proteinas de soro de leite (Regester et al., 1996; McIntosh; Le Leu, 2001).

Além das propriedades fisiolégicas importantes (bactericidas,
imunologicas), associadas & protegdo para o neonato contra doencas também
possuem efeitos moduladores bioldgicos, por promoverem aumento nos niveis
de glutationa celular. O fator de crescimento ligado & insulina (IGF-1) é um
hormébnio liberado durante o metabolismo do horménio de crescimento.
Estudos indicam que a quantidade de IGF-1 é diretamente proporcional a
quantidade de proteina na dieta. A hidrdlise das proteinas do soro de leite,
para obter di, tri, e oligopeptidios, promove a elevacdo do valor bioldgico (VB)
do produto e conseglientemente ocorre um aumento na liberacao de IGF-1.
Isto confere as proteinas do soro de leite a capacidade formadora de massa
corporal (BRINK, 1996; MCINTOSH et a/., 1998).

Tais achados sdo de grande valia para estudos futuros sobre a
terapéutica desses produtos, para o desenvolvimento de produtos a base de
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soro de leite, para o marketing do mercado em ascensdo dos alimentos
funcionais (MCINTOSH et a/.,1998).

> 3.2.3.Produtos proteicos do soro

O soro liquido pode passar por varias etapas de processamento antes de
se tornar concentrado ou isolado protéico. Essas etapas incluem hidrédlise
parcial das caseinas com quimiosina, coagulagdo e separagdo das caseinas,
ultrafiltracdo e diafiltracdo para remogao de lactose (agucar do leite, com peso
molecular de 342 Da), sais minerais e gordura. Pode passar por processo de
osmose reversa para separar diferentes particutas moleculares; processos de
troca ibnica e secagem de alta velocidade com baixa temperatura para evitar
desnaturacdo dos componentes protéicos do soro (BRINK, 1996; JACOBUCCI,
1999).

Os produtos obtidos do soro integral (soro em pd, e soro
desmineralizado) contém, relativamente, baixas concentragbes de proteina
(10-15%) e sdo usadas em alguns tipos de queijos (incluindo o queijo feito da
ultrafiltracdo do leite) e combinadas com as caseinas ou proteinas microbianas,
como um meio de aumentar o rendimento. As proteinas do soro sdo mais
concentradas no soro deslactosado e desmineralizado (15-25% em peso seco),
mas tem poucas caracteristicas funcionais (MARSHALL; HARPER, 1998;
JACOBUCCI, 2001).

3.3. ATIVIDADE FISICA

A alimentacdo de um atleta é diferenciada dos demais individuos em
funcdo do elevado gasto energético elevado e da necessidade de nutrientes
que varia de acordo com 0 tipo de atividade, fase de treinamento e momento
de ingestdo. Em geral estes individuos necessitam de um aporte glicidico maior
que outros, pois os carboidratos repdem o glicogénio muscular que é, por sua
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vez, o principal substrato energético utilizado durante o exercicio (MCARDLE et
al.,1998).

O ATP contém a energia correntemente utilizada para todo trabalho
biolégico dentre da célula. A energia liberada apds a quebra do ATP [em
adenosina difosfato (ADP) + fosfato inorgéanico (Pi)1, por exemplo, € utilizada
para a contragdo do musculo esquelético durante o exercicio. Além do ATP, o
musculo possui um outro composto fosfatado altamente energético, a
creatinina-fosfato (CP) considerada como 0 “reservatorio” do fosfato altamente
energético, utilizado para a Re-sintesse de ATP (MCARDLE et a/., 1991, 1998).

A atividade fisica ou exercicio requer grande quantidade de energia
imediata. Existem quatro vias que fornecem energia durante o exercicio, de
acordo com a intensidade e a durac¢do do mesmo (Figura 1).

1. Sistema ATP-CP ——p Anaerdbio alactico

2. Glicose lactica ——p Anaerdbio lactico

3. Glicose oxidativa
} Aeradbio

4, Lipdlise

Figura 1. Vias de fornecimento de energia durante o exercicio.

O sistema adenosina-trifosfato-creatina-fosfato (ATP-CP) €& um
mecanismo estimulado pela hidrolise do ATP no inicio do exercicio,
principaimente de maior intensidade. A reserva de ATP (molécula energética)
muscular é extremamente pequena e se esgotaria nos primeiros trés segundos
de exercicio. Neste caso o composto CP que é um reservatério de fosfatos de
alta energia, transfere um fosfato para reconstituir o ATP, que foi hidrolisado
em ADP + Pi, em ATP novamente. Essa via é a (inica que possui a capacidade
de fornecer energia de forma imediata; porém, esgota-se rapidamente,
havendo a necessidade do aumento gradual da participacdo das demais vias
(TIRAPEGUI, 2002). O sistema ATP-CP € mostrado na figura 2.
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ATP — ADP + Pi

ATPase

Creatinina guinase

Figura 2 Exemplifica a hidrélise do ATP e ressintese pela cratinina.

A via glicolitica se divide anaerébia e aerbbia, sendo a primeira
estimulada pela diminuicdo da atividade do sistema ATP-CP e a segunda no
momento em que O exercicio necessita de aporte maior de energia, por
aumento da duracdo da atividade fisica.

O sistema ATP-CP, assim como a fase anaerdbia da via glicolitica, é
considerada fonte de energia de curta duracdo, havendo, portanto, a
necessidade da ativagdo de mecanismos de maior geragao de energia com a
prorrogacdo de exercicio. Esses mecanismos constituem a fase aerébia da via
glicolitica e a oxidacdo de acidos graxos provenientes da lipdlise, que por sua
vez compreendem o metabolismo oxidativo. A geracdo de ATP é
significativamente maior no metabolismo oxidativo em relagdo ao sistema ATP-
CP e & fase anaerdbia da via glicolitica, sendo a oxidagdo de Acidos graxos a
via capaz de fornecer mais ATP em relacdo as outras vias (LEMOM, 1995;
TIRAPEGUI, 2002). Este sistema € mostrado no fluxograma 1.
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Glicose
v
Glicose-6-P
Anaeréhia
v
Alanina <P Pira*ato 44— Acido lactico
Lipidios l
\ Acetil-CoA
Aerdbia l

Cadeia respiratéria

Fluxograma 1. Glicélise aerdbia e anaergbia.

Os exercicios de curta duracdo e de alta intensidade utilizam
praticamente sé o sistema ATP-CP como fonte de energia quando e a duracdo
se entende por mais tempo, a glicose comega a ser utilizada até a formacdo de
acido lactico. Essas duas vias caracteristicas dos exercicios de curta duragdo e
alta intensidade fazem parte do metabolismo anaerdbio, no qual ndo ha
utilizacdo do oxigénio consumido durante o exercicio e a energia produzida é
pequena, condizente com a demanda exigida por estes tipos de exercicios
(LEMOM, 1995; TIRAPEGUI, 2002).

Este sistema envolve o armazenamento de ATP e CP em fibras do
musculo esquelético. Dependendo do tipo da fibra e do treino, a concentracdo
de CP é de trés a cinco vezes superior a do ATP. Este sistema ¢ anaerdbio, ou
seja, que a quebra deles ocorre independente da presenca do oxigénio
(WOLINSKY; HICKDON, 1996).

O sistema do acido lactico € um sistema anaerdbico, no qual o ATP é
produzido no musculo esquelético via glicdlise, que envoive a quebra
incompleta da glicose até acido lactico. A quebra da glicose (glicdlise) ou do
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glicogénio armazenado no musculo (glicogendlise) fornecem energia na forma
de ATP. Necessaria para exercicio anaerdbico de alta intensidade (MCARDLE et
al., 1991).

Para a subsegqliente degradacdo da glicose e do piruvato até CO; e H,0,
através do ciclo dos acidos tricarboxilicos e o transporte pelo sistema de
elétrons, o sistema anaerodbico requer da presenga de oxigénio (MCARDLE et
al., 1991).

Nos exercicios de longa duragdo e menor intensidade, a via preferencial
é a aerdbia, que utiliza o oxigénio para oxidar os substratos energéticos
(carboidratos e gorduras) na célula e produzir energia. A energia liberada por
estas vias € muito maior que nas citadas anteriormente, porém mais
demorada. Quanto maior a energia de um substrato, mais lenta sera sua
mobilizagdo (TIRAPEGUI, 2002).

As vias anaerébias recrutam fibras musculares brancas (tipo II),
predominantemente glicoliticas e com uma reserva de glicogénio e creatinina
fosfato maior.

As vias aerobias, por sua vez recrutam fibras vermelhas (tipo I),
predominantemente oxidativas, as quais possuem maior reserva de lipidios e
glicogénio. Dessa forma, as fibras musculares utilizadas durante os exercicios
vdo sendo alternadas de acordo com o tipo de metabolismo predominante,
dependendo da proporc¢do de fibras de tipo I e II estabelecidas geneticamente,
os individuos terdo desempenho maior para uma modalidade de esporte que
outras (HAWLEY, 1998; IVY, 1998).

O tipo de treinamento determina as propriedades contrateis dos
musculos, podendo conferir grande capacidade adaptativa a fibra muscular. No
entanto, musculos de contracdo rapida, como 0 gastrocnémico sdo capazes de
produzir movimentos rapidos de grande poténcia, mas pouco repetitivos,
possuindo defesa antioxidante baixa, utilizam carboidratos como principal fonte
de energia. Por outro lado, muisculos de contragdo lenta como o soleo, sdo
capazes de produzir movimentos lentos e repetitivos, conferem resisténcia alta
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defesa antioxidante e utilizam carboidratos e lipideos como fonte de energia
(GUYTON, 1988; SMOLKA, 1999).

Durante a primeira hora do exercicio, existe um aumento na mobilizagdo
de acidos graxos livres (AGL) do tecido adiposo e de glicose hepética. A
oxidagdo de AGL é elevada, passando a responder pelo maior aporte
energético nas atividades de longa duracdo, uma vez gue a formacdo de ATP
se torna mais eficiente (Wahren, 1979) citado por TASSI, (1996).

Nos dltimos anos tém sido publicados muitos estudos abordando o
consumo de proteinas e sua relagdo com o exercicio fisico. Estes trabalhos
demonstraram que a participacdo dos aminodcidos no metabolismo energético
€ mais importante do que realmente se pensava. Parece clara a necessidade
de um aporte protéico maior para os praticantes de atividade fisica de
resisténcia ou forca. Mesmo ndo havendo definicdo dos requerimentos em
proteina para esportistas, uma ampia porcentagem da populagdo brasileira que
realiza algum esporte ou faz fisiculturismo ja consome dietas ricas em
proteinas e outros suplementos protéicos (ARAUJO; SOARES, 1999;
KANESIRO, et a/., 1999; RAMOS, 2001).

Atuais pesquisas tém dado grande importéncia aos lipideos e proteinas
como fontes energeticas durante o exercicio prolongado e ndo assim aos
carboidratos que por muito tempo foram considerados como principal fonte
energética para o exercicio (TASSI et al., 1998).

3.4. METABOLISMO PROTEICO E ATIVIDADE FiSICA.

A ingestdo de proteina pode variar de acordo com o tipo de atividade
fisica realizada, mas deve manter a proporgao maxima de 15% em relacdo ao
valor caldrico total da dieta para garantir a sua propriedade plastica (McArdle
et al., 1998; Tirapegui, 2002). Ainda é bastante discutida a recomendagao

protéica para os atletas, mas j& é estabelecido gue representa quantidades
maiores que as recomendadas para individuos sedentdrios, que atualmente é
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de 0,8 g/Kg. Pependendo do tipo de atividade e da fase de treinamento essa
recomendagdo pode variar entre 1-2,4 g/Kg. O teto méaximo de 2,4 g/Kg foi
observado em um estudo como sendo 0 maximo que o organismo conseguiria
absorver para sintese protéica; acima disso essa proteina poderia estar sendo
desviada para produ¢do de energia (sintese de compostos intermedidrios do
ciclo de Krebs), gliconeogénese ou sendo excretada, jd que ndo temos tecidos
de reserva protéica (MCARDLE et a/., 1998).

Para atividades de resisténcia, preconiza-se uma recomendacio de cerca
de 1 g/Kg para intensidade moderada, 1,1-1,7 g/kg para intensidade pesada e
1,8 g/kg para extremamente pesada. Ja nos exercicios de forca um individuo
treinado deve consumir de 1-1,5 g/Kg, enquanto um iniciante, até 1,8 g/Kg.
Essas quantidades devem representar no cémputo final 10 a 15% do valor
energético total, o que implica aumento proporcional de energia quando se
aumenta a ingestdo protéica absoluta. Se a quantidade de proteina ingerida na
dieta ndo € acompanhada de um aumento no valor calérico total da mesma, as
porcentagens protéicas podem superar 15%, e com isso diminuir o seu
aproveitamento pelo organismo. Isto quer dizer que sua propriedade
construtora estard limitada, pois o excedente se transformard em energia
(MCARDLE ef al., 1998).

Hé pouco tempo atras o papel das proteinas como fonte de energia era
tido como desprezivel, por se tratar de um elemento estrutural. Hoje, porém
sabe-se que 60% das proteinas consumidas geram calor e, portanto estdo
envolvidas no processo de fornecimento de energia, tal como os carboidratos e
os lipidios. E claro que sua participacdo ndo pode superar 0s carboidratos e
lipidios, nem tdo pouco & vidvel consumir mais proteina em detrimento dos
outros macronutrientes para estes fins. Um excesso da degradacdo protéica
pode diminuir substancialmente a massa muscular do organismo, uma vez que
é o primeiro local propicio & oxidagdo de aminodcidos, ao passo que um
excesso da ingestdo acentua a via de geragdo de energia pelos aminoéacidos.
Sendo assim necessario um equilibrio para que a falta ou excesso de proteinas
proporcione os beneficios desejados (LEMON, 1995; MCARDLE et al., 1998).
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E conhecido que os aminoécidos sdo os precursores das proteinas, sdo
entidades fundamentais nas estruturas e funcBes do organismo. Os
aminoacidos, além de servirem de combustivel para a producdc de energia
durante o exercicio, influem também no desenvolvimento da fadiga em
condicbes de exercicio intenso. Entre tantc pouco se sabe ao respeito dos
mecanismos envolvidos neste processo (DAVIS et al., 1997).

O exercicio fisico induz a diminuico de alguns aminodcidos como a
leucina (LEU), assim como o aumento de outros comoe a alanina (ALA) durante
a contragdo muscular. O exercicio fisico reduz a sintese protéica e leva a uma
diminuigdo do contetdo de proteinas no musculo, figado e plasma (LINDER,
1991, TASSI, 1996).

A sintese de proteinas pode ser estimulada pela suplementacdo de
aminoacidos apds o exercicio (TIPTON et al., 1999).

ROY et al. (1997) realizaram um estudo mostrando que a
suplementacdo de glicose uma hora apés o exercicio, em fungdo do aumento
da concentracdo de insulina, diminui significativamente a quebra da proteina e
excregdo urinaria de nitrogénio, resultando num melhor balango de proteinas.A
insulina e a atividade fisica sdo responsdveis pela regulacdo do metabolismo de
proteinas e carboidratos.

O excesso de proteina ndo vai ser estocado pelo organismo; se o
musculo ndo tiver condicdo de utilizar os aminoacidos para sintese de tecido
muscular, as cadeias carbbnicas foram utilizadas na gliconeogénese e o
nitrogénio excedente serd excretado pela urina. A excrecao aumentada de
nitrogénio se da as custas de maior necessidade de dgua, uma vez que ele é
incorporado a uréia e esta a urina. Isto, em longo prazo, pode sobrecarregar
os rins e, de forma aguda, causar desidratacdo. Grandes ingestbes de
proteinas devem ser acompanhadas de maior consumo de agua (TIRAPEGUI,
2002).

Pelo descrito pode-se verificar que 0 aumento da massa muscular ndo se
da pela ingest&o isolada de proteina; s3o necessarios estimulos gque consistem
em treinamento para hipertrofia muscular e grande aporte energético,
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principalmente proveniente de carboidratos. Além de o musculo necessitar de
energia para hipertrofiar, um conteudo adequado de glicogénio é fundamental
para preservar a propriedade plastica da proteina; em outras palavras, garantir
o seu direcionamento para a sintese protéica, recuperacdo das lesBes
musculares e a ndo geracdo de energia e gliconeogénese.(LEMON, 1995;
TIRAPEGUI, 2002).

Efeitos paralelos importantes devem ser considerados, o consumo de
alimentos protéicos em grandes quantidades podem provocar uma perda
acentuada de céicio, proporcionando a desmineralizagdc dssea (osteoporose),
resisténcia periférica & insulina e gota (Gomes e Tirapegui, 1998). Atletas
acreditam que maior a ingestdo de proteina ocasiona ganho de massa
muscular e maior desempenho fisico. Atletas e aiguns freqlentadores de
academias de musculagdo consomem mais proteina do que precisam e
facilmente ultrapassam os 2.4g/kg sem nenhuma orientacdo profissional.

Muitos estudos vém sendo realizados, principalmente no &mbito dos
beneficios da suplementacdo de aminodcidos de cadeia ramificada (AARC), e
poucos resultados sdo observados no que diz respeito a prorrogacdo da fadiga
e ganho de massa muscuiar. Esta questdo € muito discutida, pois se trataria de
uma fadiga central, onde os AACR competiriam com o aminoacido triptofano na
forma livre pelos transportadores localizados na barreira hematoencefalica.
Maior influxo de AACR em detrimento do triptofano impediria a sintese de
serotonina originada por esse aminoacido no interior do sistema nervoso
central. A sercotonina ou 5-hidroxitriptamina é um neurotransmissor
responsavel pelo estado de letargia condizente com a fadiga e, portanto,
determina a fadiga central. Contudo, a questdo da competicdo pelos mesmos
transportadores ainda é controversa (LEMON, 1995; TIRAPEGUI, 2002).

Um ponto comum de desvantagem na suplementacdo de AACR é o
aumento da produgdo de amoénia plasmaética, que poderia também permear a
barreira hematoencefalica e provocar o adiantamento da fadiga, ao invés do
esperado. Ha ainda a suplementagdo de AACR para que estes sejam oxidados
nos misculos e aumentem a liberagao de glutamina pelo mesmo; sabendo-se
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que a glutamina é o principal nutriente das células do sistema imune, este
poderia ser um recurso para aumentar a resisténcia imunolégica, normalmente
reduzida em atletas (LEMON, 1995).

A suplementagdo com outros aminodcidos ainda estd em estudo, como
0s aminoacidos do ciclo da uréia (arginina, ornitina e citrulina) para detoxificar
o excesso de aménia gerada durante o exercicio, ou de aspartato e asparagina,
os quais sd0 precursores de oxaloacetato. Assim estes (ltimos poderiam estar
poupando glicogénio e reduzindo a degradacdo protéica no momento em que a
grande quantidade de acetil-CoA, proveniente da p-oxidacdo lipidica, ndo
encontrasse oxaloacetato suficiente para se condensar e estimular ciclo de
Krebs (TIRAPEGUI, 2002).

3.5. GLICOSE SERICA

O organismo animal necessita de fornecimento permanente de energia a
fim de manter as suas fungBes bioldgicas. A maioria das substincias
produtcras de energia através da oxidacdo estd presente nos alimento,
principalmente sob a forma de carboidratos, lipidios e proteinas.

O misculo esquelético é o principal consumidor de glicose do corpo
imediatamente apos a absorgéo, assim como durante o exercicio. A glicose é
levada para o tecido através da difusdo facilitada pelos dois transportadores de
glicose, GLUT1 e GLUT4 os quais transportam a glicose para dentre da célula
do musculo esquelético, existindo outro tipo de transportador GLUT3 presente
no estado fetal é um transportador denominado GLUT3 fetal musculo/neural. O
transportador GLUT1 e o GLUT3 estdo restritos a superficie da célula, enquanto
que o GLUT4 é mais abundante, se encontra seqiestrado intracelularmente,
mas é rapidamente translocado na direcdo da superficie da célula em resposta
a insulina, o exercicio fisico ou a hipdxia (KLIP et al., 1996).

r

O estado hiperglicmico € caracterizado pela elevacdo exacerbada da
concentragdo da glicose sérica, o qual interfere quimicamente nas fun¢des das
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proteinas do plasma e figado. E por isso que a glicose sérica, quando em
excesso de 100-120 mg/dL, deve ser retirada da circulacdo e convertida a
glicogénic. Entretanto, quando os niveis de glicose sanguinea se encontram
diminuidos, deve ocorrer reposicdo dos niveis mediante a producdo de glicose
originada pela glicogendlise ou pela via da gliconeogénese. Nesta via ha
formacdo de glicose a partir das proteinas, para suprir as necessidades do
cérebro (WOIJTASZEWSKY et al., 2000).

O pancreas € um meio de controle da concentragdo de glicose sanguinea
através da producdo de insulina. Em situagdes de alta concentragdo de glicose,
a insulina promove o transporte rapido de glicose para dentre da célula, além
do mecanismo tampdo hepdtico. O pancreas é estimulado a secretar glucagon,
quando a concentracao de glicose é baixa, quebrando o glicogénio hepatico em
glicose, sendo liberado para o sangue (GUYTON, 1988).

A insulina e a atividade contrdtil sdo os reguladores bioguimicos mais
importantes do metabolismo do glicogénio no misculo esquelético. No estado
pés-prandial, a insulina promove a assimilacdo de glicose no musculo e o
acumulo de glicose como glicogénio. A gliconeogénese é ativada durante a
contracdo do musculo esquelético, além de se produzir um incremento na
sintese de glicogénio no periodo posterior & contracdo (JEFFREY et al., 1999).

A conversdo de UDP-glicose (Uridindifosfato glicose) em glicogénio pela
glicogénio sintase & o passo limitante do ritmo da sintese de glicogénio e esta
enzima € regulada tanto por mecanismos alostéricos como mecanismos de
fosforilagdo e defosforilagdo (VILARR-PALASI: LARNER, 1960; JEFFREY et
al.,1999)

O glicogénio sintetase é serina fosforilada em multiplos lugares e o
tratamento de insulina resuita na desfosforilagdo hierarquica de varios destes
lugares, levando a ativagdo da enzima e uma sintese de glicogénio (JEFFREY et
al., 1999).
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3.6 INSULINA

A insulina € um horménio polipeptidico produzido pelas células do
pancreas, representando 1% da massa do pancreas. Este hormonio é
considerado muito importante por coordenar a utilizacdo de combustiveis pelos
tecidos, sendo considerade um horménio anabdlico porgue estimula a sintese
de nutrientes energéticos como glicogénio e triaciiglicerol e a sintese de
proteinas.

Este horménio € composto de 51 aminodcidos arranjados em duas
cadeias polipeptidicas A e B ligadas por pontes dissulfeto, esta molécula
também contém uma ligacdo dissulfeto intramolecular entre os residuos de
aminoacidos 6 e 11 da cadeia A (CHAMPE; HARVEY, 1996).

Basicamente, a insulina, no figado, inibe a glicogendlise, no musculo
aumenta a sintese de glicogénio e no tecido adiposo, estimula a sintese de
triacilglicerdis. A insulina aumenta a captacdo de glicose no musculc e no
tecido adiposo, resultando em maior concentragdo de glicose, estimulando a
sintese e 0 armazenamento de glicogénio e triacilgliceridis neste tecidos,
respectivamente. Também estimula a sintese protéica e inibe a degradac3o de
proteinas intracelulares (LEHNINGER, 1989; MURRAY et al., 1996; RAMOS,
2001).

3.7. GLICOGENIO MUSCULAR

O glicogénio muscular consiste num importante estoque de combustivel
para o exercicio prolongado aerbbico de alta intensidade (Andersen e Saltin,
1985; Hansen et al., 1998). A capacidade aerébica esta diretamente
relacionada com a concentracdo de glicogénio muscular. Dessa forma, a
reducdo do estoque de glicogénio é progressiva, em funglo do tempo de
atividade fisica (GOREHAM et af., 1999).
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Varios estudos mostraram que a fadiga aumenta e consegiientemente
diminui a reserva de glicogénio, demonstrando que a concentracdo inicial de
glicogénio muscular estd inversamente relacionada ao desempenho fisico e &
resisténcia aerdbica, sendo impossivel manter aita intensidade de exercicio
uma vez gue as reservas de glicogénio muscular estejam depletadas (CARTREE
et al., 1989; HANSEN et al., 1998; IVY; KUQ, 1998).

Varios estudos tém sido conduzidos para determinar as maneiras de
aumentar a taxa da ressintese de glicogénio muscular, j@ que esta pode
demorar relativamente até 24 horas, para a recuperacdo completa do mesmo
(VAN-HALL et al., 2000).

> 3.7.1. Metabolismo do glicogénio

Uma fonte constante de glicose sanguinea € necessidade absoluta para a
vida humana. A glicose é a fonte de energia do cérebro e para células com
poucas ou nenhuma mitocdndria como 0s eritrocitos maduros. Também é
essencial como fonte de energia para o misculo em exercicio, como substrato
da glicose anaerdbica, a qual pode ser obtida de trés fontes primarias: dieta,
degradacio do glicogénio e gliconeogénese.

Os principais depodsitos de glicogénio no corpo s8o encontrados no
musculo esquelético e figado, outras células podem armazenar quantidades
pequenas. A funcdo do glicogénio muscular é servir como uma reserva de
combustivel para a sintese de ATP durante a contragdo muscular engquanto que
a fungdo do glicogénio hepdético é manter a concentracdo de glicose no sangue
(glicemia) especialmente nos estagios iniciais de um jejum (CHAMPE; HARVEY,
1996).

» 3.7.2. Quantidades de glicogénio hepatico e muscular

A sintese e degradacdo do glicogénio sd3o processos que ocorrem
continuamente, as diferengcas enire as wvelocidades destes dois processos
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determinam o0s niveis de glicogénio depdsitos durante estados fisiologicos
especificos.

O adulto bem alimentado apresenta aproximadamente 100-400g de
glicogénio entre 1%-2% e 6%-8% do peso do musculo em repouso e do figado
respectivamente. Ndo se sabe o que limita a producdo de glicogénio a estes
niveis.

Os depositos de glicogénio hepatico aumentam durante o estado pds-
prandial e sdo exauridos durante um jejum. O glicogénio muscular ndo é
afetado por periodos curtos de jejum e € apenas moderadamente diminuido
em jejum prolongado. O glicogénio muscular é sintetizado para repor os
depositos do musculo apés terem sido exauridos, por exemplo, pelo exercicio.
Nota “A sintese e degradagdc do glicogénio sdo processos que ocorrem
continuamente, as diferengas entre as velocidades destes dois processos
determinam os niveis de depésitos glicogénio durante estados fisiologicos
especificos” (CHAMPE; HARVEY, 1996).

3.8. LACTATO SANGUINEO

O lactato é um dos metabdlitos mais estudados do exercicio, sendo
considerado como: 1) doador imediato de energia para a contracao muscular
(Hill, 1913) citado por Gladden (2000), 2) fator primario na inflamacdo do
musculo, 3) causa principal do débito de O, e, 4) agente gue ocasiona a fadiga
muscular (GALDDEN, 2000).

O lactato foi por muito tempo considerado como um detrito metabdlico
ou perda inevitavel que pode movimentar-se rapidamente através das
membranas musculares por simples difusdo. Existem varias teorias ao
respeito, como a proposta por Lehninger (1970), citado por (Galdden, 2000)

que diz que “O lactato é o produto final na via glicolitica em condicBes
anaerdbicas sendo difundido através das membranas das células plasmaticas
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para seus arredores, quando o musculo encontra-se em atividade vigorosa,
sendo convertido em glicose no figado durante a recuperagao”.

O lactato é formado pela acdo da lactato desidrogenase, e ¢ produto
final da glicose anaerdbica em células eucaridticas. A formag&o de lactato € o
principal destino do piruvato nas hemdcias, cristalino e cérneas oculares,
medula renal, testiculos e leucécitos, sendo formado no mascuio ao exercitar o
musculo esquelético, quando a producdo de NADH (pela gliceraideido 3-fosfato
desidrogenase e pelas trés desidrogenases ligadas ao NAD™ do ciclo de Krebs)
excede a capacidade oxidativa da cadeia respiratdria. Isto resulta em relagdo
elevada NAD/NADH, favorecendo a reduga@o de piruvato para lactato (CHAMPE;
HARVEY, 1996).

Assim, durante o exercicio intenso o lactato se acumula no musculo
causando uma quebra no pH intracelular, potencialmente resultando em
cdibras. Grande parte deste lactato posteriormente se difunde para a corrente
sanguinea (CHAMPE; HARVEY, 1996).

» 3.8.1.Consumo de lactato

A direcdc da reagdo da lactato desidrogenase depende das
concentracbes intracelulares relativas do piruvato, lactato e da razdo
NADH/NAD™ na céluia, p.e. no figado e coracdo, a relacdo NADH/NAD™ é menor
que no musculo em exercicio. O figado e o cora¢do oxidam lactato (obtido do
sangue) em piruvato. No figado, o piruvato é convertido em glicose pela
gliconeogénese ou oxidado no ciclo de Krebs. O muscuio cardiaco oxida
exclusivamente o lactato até CO; e H; O via ciclo de Krebs (CHAMPe; HARVEY,
1996).

A quantidade a mais de oxigénio necessario para se recuperar de um
periodo em que a disponibilidade de oxigénio foi inadequada, € denominado
débito de oxigénio. O qual freqlientemente estd relacionado a morbidade ou
mortalidade do paciente.
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O lactato € liberado no sangue pelas células que n3o possuem
mitocdndrias, como as hemécias e pelo misculo esquelético em exercicio. No
ciclo de Cori (figura 3), a glicose origindria do sangue é convertida pelo
musculo em exercicio em lactato, o qual se difunde no sangue. Este lactato é
captado pelo figado, e convertido em glicose, a qual é liberada novamente na
circulagdo (CHAMPE; HARVEY, 1996).

Figura 3 O ciclo de Cori (Champe e Harvey, 1996)

"0 oxigénio adicional consumido durante o periodo de recuperaco é
chamado débito de O;e corresponde a oxidacdo posterior, no figado e coracdo,
do excesso de &cido lactico formado durante a atividade muscular intensa.
Aguela parte do excesso, iniciaimente acumulado no sangue durante a
atividade, e que ndo for processado pelo coragdo, sera convertido a glicogénio
no figado. O ATP requerido é derivado dessa porciio de acido lactico oxidado
através do ciclo do acido tricarboxilico no figado” (Hill et al., 1924) citado por
GLADDEN {2000).

Anos depois Matheus Van hoide em seu livro de bioquimica apresenta
um esquema muito diferente. Eles postularam que a acumulagdo do lactato no
musculo esquelético é uma conseqiiéncia do metabolismo anaerdbico o qual
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ocorre quando a necessidade dos tecidos em gerar energia excede sua
capacidade para oxidar o piruvato produzido na glicdlise.

Estudos metabdlicos recentes utilizanram S'P-NMR  (ressondncia
magnética nuclear de fésforo®) sugerem que o lactato € realmente um
intermediarioc e ndo um metabdlito final, com o U(nico destino de ser
reconvertido a piruvato. Estes estudos mostram ainda que, em tecidos
musculares completamente oxigenados, aproximadamente de 50% da glicose
metabolizada é convertida a lactato. Isto pode representar um meio de
armazenamento e/ou geracdo de energia em diferentes tecidos (GLADDEN,

2000).

A producdo de lactato pelo musculo é menor durante a atividade de
contracdo, fato que foi observado em ratos treinados e sedentdrios (Tassi et
al., 1998), os autores observaram que em ratos submetidos ao exercicio
exaustivo, os niveis de lactato foram menores nos animais treinados do que
nos sedentdrios. Sendo importante ressaltar que o tempo de exaustdo foi
previsiveimente menor nos sedentarios.

Em 1999, PILEGAARD et al/, observaram que a atividade fisica de alta
intensidade induziu um aumento na capacidade de transporte de lactato
muscular em humanos. Sugerindo que o transporte de lactato muscular pode
ser alterado pela atividade intensa, o que sendo um importante meio de
regulacdo do lactato no mdsculo.

3.9. ACIDOS GRAXOS LIVRES (AGL)

As gorduras podem ser classificadas em trés tipos:aquelas consideradas
1) ruins gue sdc as gorduras saturadas, encontradas nas carnes e outras
proteinas de origem animal. Este tipo de gordura é sélidas a temperatura
ambiente e tem sido associadas a doengas do corag¢dao e arterosclerose
YAMANQTO, 1996). T
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2) Peéssimas: (Trans-fatty acids). N8o s8o encontradas na natureza e s3o
produzidas quimicamente devido a altas temperaturas e ao processo industrial
de hidrogenagdo que transformam oleos refinados em margarinas, s&o
conhecidas por diminuir testosterona, aumentar o nivel de insulina, inibir o
sistema imunologico e aumentar a fracdo LDL do colesterol (YAMANQTO,
1996).

3) Boas: sdo as gorduras monoinsaturadas e insaturadas, normaimente
liquidas & temperatura ambiente e consideradas muito sauddveis. Fstas
gorduras possuem acidos graxos essenciais ao desenvolvimento humano,
assim como os demais nutrientes (vitaminas, proteinas, minerais, etc)
(Yamanoto, 1996).

Os acidos graxos essenciais (EFA'S), ndo podem ser produzidos pelo
organismo e s30 necessarios para milhares de reagBes bioquimicas corporais.
Estes acidos graxos essenciais s&0 chamados de acido linoléico (bmega 6) e
alfa ou gama acido linolénico (6mega 3). O organismo pode elongar o acido
linoléico para fazer outros dois &cidos graxos essenciais: acidos
docosahexandico (DHA) e acido eicosapentandico (EPA) estes &cidos sdo
comumente encontrados em Oleos de peixes de dgua gelada (salmdo, trutas,
etc.). No runo vegetal a melhor fonte do acido linolénico é o dleo de linhaca.

Um dos principais papéis dos &cidos graxos essenciais é ser um
componente de todas as membranas celulares. Os EFA'S s3o necessarios para
a formacgdo de componentes vitais organicos chamados de “Prostaglandinas ou
Eicosandides”. Estas substancias tém atuacdo similar aos hormdnios e sio
responsaveis por uma enorme variedade de funcBes inciuindo: regulacdo de
pressdo sangiinea, funcdo cardiaca, resposta a alergias, inflamacdo,
transmissOes nervosas e producio dos hormdnios esterdides. Estas
substdncias s8o produzidas e utilizadas nas mesmas células, este
descobrimento foi motivo de que os autores receberam o premio Nobel em
1946 (FORYTHE, 1991; YAMAMOTO, et a/., 1996).

O acido graxo consiste em uma cadeia de hidrocarboneto com um grupo
carboxila terminal (COOH), que em pH fisioldgico torna-se carregado
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negativamente (-COQ"). Este grupo anidnico possui uma afinidade pela agua,
contribuindo ao acido graxo natureza anfipatica (uma regido hidrofilica e uma
hidrofébica). Nos Aacidos graxos de cadeia longa a porcBo hidrofébica é
predominante, sdo moléculas altamente insolliveis em agua e transportadas
pela circulacdo sangliinea em associagdo a albumina proteina plasmatica. Mais
de 90% dos acidos graxos encontrados no plasma estdo na forma de ésteres
de &cidos graxos (principalmente triacilglicerol, éster de colesterila e
fosfolipidios) contidos nas lipoproteinas circulantes.

Os acidos graxos podem ser encontrados no organismo na forma livre
(n8o esterificada) ou como acil ésteres graxos, em moléculas mais complexas,
como 0s triacilglicerdis. Baixos niveis de acidos graxos livres ocorrem em todos
os tecidos, mas quantidades substanciais algumas vezes podem ser
encontradas no plasma, particularmente durante ¢ jejurm. Os AGL plasmaticos
(transportados pela albumina seérica) seguem uma rota partindo de seu ponto
de origem (triaciiglicero! do tecido adiposo ou lipoproteinas circulantes) até seu
sitio de consumo (maioria dos tecidos). Estes acidos podem ser oxidados por
muitos tecidos, tais como figado e musculo para fornecer energia, também sdo
precursores de muitos compostos, incluindo os glicolipidios, fosfolipidios,
esfingolipidios, prostaglandinas e ésteres de colesterila. J& os acidos graxos
esterificados em forma de triacilglicerdis servem como principais reservas de
energia do corpo (CHAMPE; HARVEY, 1996),

A concentragdo de AGL séricos sofre uma diminuigdo passageira durante
0 exercicio, seguida de utilizacdo elevada. A utilizacdo dos carboidratos é maior
nos exercicios de grande intensidade, j os lipides sdo mais utilizados quando a
atividade fisica se prolonga por um maior periodo de tempo. Em contraste, a
oxidacdo das gorduras diminui em exercicios de grande intensidade, quando
comparada a oxidagao em atividade moderada (MARTIN 1II; KLEIN, 1998).

MAZEPA et al. (2000) submeteram ratos a atividade fisica e observaram
um aumento nos niveis de B-hidroxibutirato durante o exercicio, sugerindo que

a utilizacdo lipidica foi aumentada durante tal atividade. Segundo Hickson
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(citado por Whitley et al., 1998) a utilizacio de lipides é maior durante o
exercicio prolongado, o qual conseqiientemente retarda o ponto de exaustdo.

3.10. COLESTEROL E TRIGLICERIDES NO SANGUE

Os principais lipidios circulantes no sangue humano s3o classificados
em: triacilglicerdis; colesterol livre; ésteres do colesterol e fosfolipidios, os
quais sdo transportados na forma de moléculas esféricas complexas de
tamanho e densidade variavel, as lipoproteinas (MAHAN; ARLIN, 1995).

O colesterol realiza uma série de funcBes vitais no corpo tais como:
componente essencial das membranas celulares, precursor dos acidos biliares,
dos horménios esterdides e da vitamina D. E sintetizado na maioria dos
tecidos, particularmente no figado e na mucosa intestinal. O colesterol &
também um determinante da fluidez da membrana para as regides hidrofdbica
e hidrofilica (Thomas e Holub, 1994). No ser humano o colesterol é derivado
da dieta (200-400mg/dia) e da sintese enddgena (750-1000mg/dia). A
velocidade de sintese do colesterol ¢ influenciada pela propria concentracio de
colesterol dentre da célula, em sistema de controle do tipo feedback (Mahan e
Arlin, 1995). O colesterol endégeno (como Acidos biliares) e o colesterol da
dieta sdo ambos transformados no intestino e absorvidos. A absorcdo do
colesterol endbégeno parece ser mais eficiente do que do colesterol da dieta
(Thomas e Holub, 1994). Porém, o colesterol plasmatico ndio é finamente
regulado, e niveis elevados aumentam o risco de doengas cardiovasculares
(CHAMPE; HARVEY, 1996).

Os lipideos s&o insollveis em solucdes aquosas e ndo podem circular no
plasma. Elas precisam combinar-se com proteinas especializadas chamadas de
apolipoproteinas ou apoproteinas. O complexo apoproteina-lipideo é
denominado de lipoproteina, cuja principal fungdo é transportar os lipideos pelo
organismo incluindo as vitaminas lipossollveis as quais ajudam a estabilizar as

membranas celulares.
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Sdo macro moléculas complexas que contém um nucleo hidrofébico onde
se concentram ésteres de colesterol e triacilglicerdis, envolvidas por uma
camada de fosfolipidios, colesterol livre e proteinas denominadas
apolipoproteinas. Sdo classificadas em 5 grandes classes: quilomicrons,
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de
alta densidade (HDL) (GURR, 1986).

Os quilomicrons sdo lipoproteinas de maior tamanho e menor
densidades, sdo constituidas aproximadamente 85% de triacilglicerdis e
somente 2% de proteina. S30 0s principais carreadores da gordura derivada da
dieta, fazendo 0 transporte nos eritrocitos, As VLDL s3o de menor tamanho e
contém 50% de triacilglicerdis 20% de colesterol e 20% de fosfolipidios, sdo os
principais carreadores do triacilglicerol formadas no figado a partir de
carboidrato. As HDL s&o ainda de menor tamanho, com 50% de proteina, 20%
de colesterol e 20% de fosfolipidios. Sua fung¢do é de transportar o excesso de
colesterol das membranas para o figado onde pode ser degradado ou
convertido em acidos biliares. Estas moléculas sdo produzidas no figado e em
outros tecidos. Sabe-se que as HDL reduzem os ésteres de colesterol celular
nas células espumosas. Acredita-se que a fungdo anti-aterogénica das HDL
envolve a capacidade de reduzir ésteres de colesterol celular nas células
espumosas. Kajikawa et al. (1994) investigaram o efeito das proteinas de soro
e da caseina na formagado das “células espumosas” e verificaram que houve
inibicdo do acimulo de ésteres de colesterol nos macréfagos em maior
intensidade quando se utilizou a caseina, sendo estes efeitos foram atribuidos
principalmente a lactoferrina.

Sabe-se que 0s macréfagos acumulam ésteres de colesterol e funcionam
como precursores das células espumosas que sdo encontradas no inicio das
lesBes aterosclerodticas (KAJIKAWA et al., 1994; JACOBUCCI et al., 2001).

A LDL é originada principalmente da degradacdo das VLDL, ricas em
triacilglicerdis, mas podem também ser produzidas no figado. Esta molécula é

39



Revisao da Literatura

rica em colesterol (principalmente ésteres de colesterol) sendo responsavel por
cerca de 65% dos niveis de colesterol total do sangue (GURR, 1986).

Individuos com niveis elevados de colesterol sanguineo tém uma
incidéncia elevada de aterosclerose, doenca crénica na qual depdsitos de
colesterol, ésteres de colesterila e restos celulares se acumulam sobre as
superficies internas das artérias de grande e médio calibre, reduzindo o fluxo
de sangue e causando a doenga arterial coronaria. A reducdo do colesterol no
sangue por modificagdo da dieta ou por administracdo de drogas diminui o
risco desta doenca.

O nivel de colesterol no plasma é moderadamente reduzido quando
dietas pobres em colesterol sdo consumidas. Assim, é importante identificar e
reduzir os alimentos ricos em colesterol. O efeito do colesterol da dieta sobre o
colesterol plasmatico é menos importante do que a quantidade e tipos de
acidos graxos consumidos, sobretudo se a gordura saturada (acidos graxos de
C>20) for parte importante da dieta.

Os triacilglicerdis sdo os principais lipideos ingeridos e armazenados
dentre do corpo, no tecido adiposo, figado e misculo esquelético. Constituidos
por trés acidos graxos combinados com glicerol. Os &cidos graxos podem ter
entre 4-30 atomos de carbono e constituem a parte principal do triacilglicerol
(Mahan ; Arlin, 1995). Os triacilgliceréis ingeridos s3o transportados na forma
de lipoproteinas complexas. As lipoproteinas plasmaticas: quilomicrons,
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e proteinas de alta
densidade (HDL), transportam os produtos de sintese enddgena e os lipidios
exdgenos circulantes (GURR, 1986).

Os niveis elevados de triacilglicerdis plasmaticos estSo associados ao
aumento no risco de doengas cardio-vasculares (DCV), sendo sua concentracao
considerada como um biomarcador da doenca, especialmente em individuos
com taxas altas de LDL-C/HDL-C (MANNINEN et al.,, 1991; WOLINSKY;
HICKDON, 1996).
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EFEITO DA ALIMENTACAO SUB-CRONICA DO HIDROLISADO DAS
PROTEINAS DO LACTOSSORO EM RATOS SEDENTARIOS E
EXERCITADOS

RESUMO

Os hidrolisados protéicos sdo usados em formulacSes de produtos especiais,
tais como alimentos para fins clinicos e esportistas, devido a peculiaridade de
serem rapidamente absorvidos pelo intestino em comparagdo as proteinas
intactas. Tendo em vista o papel energético da proteina no exercicio
prolongado, vérias pesquisas sobre exercicio e metabolismo protéico tém sido
realizadas na tentativa de elucidar a dosagem correta de proteinas em dietas
para esportistas em fungdo do exercicio. Varias dietas propostas incluem em
sua formulagdo proteina na forma de proteolisados; como a w-lactalbumina
hidrolisada O presente trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis
conseqiiéncias metabdlicas do consumo sub-cronico do isolado de soro de leite
(ISL) e seu proteclisado (HSL) de grau de hidrélise 7,8%, como unica fonte
protéica, em ratos submetidos ao exercicio fisico. Para o ensaio bioldgico foram
utilizados 60 ratos machos Wistar, recém-desmamados, alimentados por 35
dias com ISL (30 ratos) e HSL (30 ratos) e submetidos a atividade fisica. As
dietas foram elaboradas conforme AIN-93. De acordo com o nivel de atividade
os animais foram divididos em trés pares de grupos: Treinados (HT/IT),
treinados e exercitados até a exaustos (HE/IE) e sedentarios (HS/IS). Os
ratos ao atingirem aproximadamente 100 g.de peso foram submetidos a um
periodo de 8 dias para adaptacdao ao treinamento, logo apds este periodo,
receberam um treinamento continuo por 14 dias, com excegdo dos sedentarios
(grupo controle). Foram determinados: evolugdes ponderais, tempo de
exaustdo, lactato sanguineo, glicogénio hepatico (GH), glicogénio muscular
(GM), glicogénio do miocardio (GC), glicose sérica, insulina sérica, acidos
graxos livres (AGL), colesterol e triacilglicerdis séricos (TGL). Observou-se que
o ponto de exaustdo do grupo tratado com isolado de soro de leite (ISL) foi
alcangado muito antes que os alimentados com 0 hidrolisado de soro de leite
(HSL), (60+13min e 156+18min,respectivamente). Nos niveis de lactato
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sanguineo foi encontrada diferenca significativa nas diferentes categorias. Para
os niveis de GH foi encontrada diferenga significativa para quase todas as
categorias, mostrando que nos grupos alimentados com HSL as reservas foram
maiores, enguanto que os niveis de GM e de AGL n&o apresentaram diferencas
significativas entre 0s grupos. Os niveis de GC nos grupos HE/IE
apresentaram diferencas significativas quando comparadas aos sedentarios. A
concentracdo sérica de glicose e de colesterol ndo apresentaram diferengas
significativas, enquanto que os de TGL apresentaram diferencas significativas
quase em todos 0s grupos. De acordo com os resultados obtidos conclui-se que
a dieta com hidrolisado de soro de leite de grau de hidrélise médio promoveu
um melhor desempenho fisico em animais treinados, como foi evidenciado pelo
teste de exaustao.

Palavras chaves: Atividade fisica, hidrolisado, isolado protéico, soro de leite,
proteina.
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EFFECT OF SUB-CHRONIC FEEDING OF MILK WHEY PROTEIN
HYDROLYZATE ON SEDENTARY AND EXERCISED RATS

SUMMARY

The protein hydrolysates are used in the formulation of special products
such as foods for clinical and sports purposes, due to their peculiarity of being
guickly absorbed by the intestine in comparison with other proteins, including
the milk caseins. In view of the energy value of proteins iﬁ exhaustive
exercise, several studies on exercise and protein metabolism have been carried
out in the attempt to elucidate the proper amount of protein that must be
consumed by sportsmen. Some diet proposals include in its formulation protein
in the form of protein hydrolyzates such as a-lactalbumin and milk-whey
protein hydrolyzates. The present work had the objective of evaluating the
possible metabolic consequences of the sub-chronic consumption of milk-whey
protein isolate and its enzymatic hydrolyzate, with medium degree of
hydrolysis, as the only protein source, for rats submitted to physical exercise in
the treadmill. For the biological assay 60 male Wistar weaning rats were fed
during 35 days, diets containing either whey protein isolate (30 rats) or the
hydrolyzate (30 rats) of milk whey protein, as the only power source. In
accordance with the activity level, the animals were divided in to three groups:
Trained (HT/IT), trained and taken to exhausts (HE/IE) and sedentary
(HS/IS). Once the rats reached 100g, the non-sedentary cohorts were
submitted to a period of adaptation to the treadmili for eight days. Training
was daily for a period of 14 days. Body weight accretion, time of exhaustion,
lactate, hepatic glycogen (GH), muscular glycogen (GM), glycogen of the
myocardium (GC) and glucose, insulin free, fatty acids, cholesterol and
triacylglycerols in blood serum were determined. It was observed that the
point of exhaustion in the group consuming the whey protein isolate (ISL) was
reached long before the group fed the whey protein hydrolyzate (HSL)
(60x13min vs. 156+18min). For the lactate levels in blood, significant
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difference (p<0,05) was found between the different categories indicating that,
at 24h after exhaustion, the hydrolyzed protein of the diet was responsible for
the faster recovery of the basal blood lactate. For the GH levels significant
differences for almost all the categories were found, showing that the groups
fed the HSL exhibited greater GH concentrations than did their cohorts, GM did
not present significant differences between the pairs of groups and the same
was observed with regard to the concentration of fatty acids. The GC showed
that the HE/IE groups had significant differences when compared to the
sedentary groups. The cholesterol and glucose parameters did not present
significant differences between any two groups, whereas the TGL levels
presented significant differences for almost all of the groups. The results
suggest that the hydrolyzed protein was considerably more efficient than the
whole protein in promoting better physical performance and conservation of
the biochemical parameters.

* HSL = milk-whey protein hydrolysate, ISL= milk-whey protein isolate

Keywords: physical activity, protein hydrolysate, isolate, whey protein.
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1. INTRODUCAO

Cerca do 20% das proteinas originais do leite estdo presentes no soro e
seu hidrolisado enzimatico, sendo que seu valor econdmico foi reconhecido
pela industria, principalmente pelas propriedades funcionais tecnolégicas,
como a solubilidade em &gua, viscosidade, “water-binding” (ligagdo de agua),
“whipping ability” (capacidade de formar espuma), emulsificacdo e
geleificagdo. Além disso, estas proteinas conferem aos alimentos propriedades
fisicas importantes, como textura e estrutura, além de sus efeitos profilaticos e
terapéuticos, como ¢ favorecimento da funcdo digestiva e possivelmente a sua
acdo moduladora da capacidade imunolégica (McIntosh et al,, 1998;
Jayaprakasha et al., 1999). Um recente alvo de interesse para o uso das
proteinas do soro (JAYAPRAKASHA et al., 1997).

Os hidrolisados protéicos sdo amplamente usados: na administracdo de
cuidados nutricionais para individuos que n3o podem digerir proteina intacta,
na alimentacdo de criangas com hipersensibilidade ao alimento (Silvestre,
1997), na nutrigdo clinica, em pessoas que sofrem de doengas como HIV/AIDS,
doenga de Crohn, diarréias crbnicas e estados criticos de satde. Devido a
peculiaridade de serem rapidamente absorvidas pelo intestino, em comparacdo
com outras proteinas, inclusive a caseina do leite, os hidrolisados ten sido
utilizados na fabricag@o de férmulas infantis, na nutricdo enteral, em produtos
medicinais, nutricdo de esportistas entre outros (FROKJAER, 1994; TASSI et
al.,, 1998; JAYAPRAKASHA et.al.,1999).

O hidrolisado protéico de soro de leite vem sendo utilizado em grande
escala na produg¢do de alimentos para esportistas, principalmente devido a sua
rapida absorgdo. O efeito do exercicio fisico nos requerimentos protéico tem
sido um tépico controverso durante muitos anos. Uma quantidade consideravel
de evidencia experimental indica que © exercicio regular incrementa as
necessidades de proteina (LEMON, 1991).

Dependendo da duracdo e intensidade do exercicio, existem diferentes
mudancas metabdlicas. Assim, exercicios prolongados utilizam reservas de
carboidratos, lipideos € uma pequena parte das proteinas, enquanto que
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exercicios de curta duragdo consomem as reservas limitadas de creatinina
fosfato e adenosina fosfato. Tem sido relatado que as proteinas contribuem
entre 10 e 15% do total de gasto energético em exercicios de longa duracdo
(TASSI et al., 1998).

O musculo esquelético tem a habilidade de se adaptar as mudangas
induzidas pelo treinamento fisico. E sabido também, que a sintese de proteinas
€ aumentada durante a fase de recuperacdo de exercicios prolongados (Phillips
et al., 1999; Pilegaard et al., 1999; Pimenta, 2003). De acordo com Phillips et
al. (1999) o retorno aos niveis de repouso, apos atividade fisica ocorre em
36h.

A ingestdo relativamente de proteina muitas vezes é considerada
benéfica pelos atletas, para exercicio vigoroso. Além disso, a ingestdo de
proteinas aumenta a velocidade de gliconeogénese durante a fase prandial do
metabolismo, e estimula a secregdo de insulina resultando num aumento
acelerado da concentrado de aminodcidos plasmaticos (FORSLUND et al.,
1999; VAN LOON et al., 2000a).

Tendo em vista o papel energético da proteina em exercicio prolongado,
varias pesquisas sobre exercicio fisico e metabolismo protéico tém sido
realizadas na tentativa de elucidar qual é a quantidade de proteina que deve
ser consumida pelo esportista (Bruke, 1993; Kreider et al., 1993). Varias
dietas incluem em sua formulacdo proteolisados; como a o-lactalbumina
hidrolisada do soro do leite (TASSI, 1996).

Este estudo pretende avaliar se existe alguma diferenca no metabolismo
de ratos submetidos a exercicio fisico, comparado com os sedentarios, tendc
todos uma alimentacSo onde a dnica fonte protéica € o hidrolisado e
concentrado do soro do leite.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Avaliar as possiveis conseqliiéncias metabdlicas do consumo sub-crénico
{periodo de 30 dias de alimentagdo) do Isolado de soro do leite e seu
proteolisado, de grau de hidrélise médio, como Unica fonte protéica, por ratos
submetidos ao exercicio fisico.

2.2. Objetivos Especificos:

> Determinar a influéncia fisioldgica de ambas dietas nos ratos
treinados e ndo treinados.

> Comparar as respostas bioquimicas das duas dietas ministradas
sub-cronicamente a ratos sedentérios e ratos exercitados em esteira. Dieta
“ISL”, preparada com isolado do soro do leite, e dieta "HSL”, preparada com ©
ISL-Hidrolisado enzimaticamente.

> Utilizar alguns dos parametros bioquimicos para avaliagdo do
desempenho, tais como:

< Glicogénio hepatico
% Glicogénio muscular - Gastrocnémio
- Coragdo
Parametros séricos

)
0,*

Lactato
Glicose

.
0'0

Insulina

*
0‘0

Ac. Graxos

’.
LA

.,
0.0

Triacilglicerdis
Colesteroi

L)
0.0
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3. MATERIAL E METODOS

Dietas experimentais

Composicdo das dietas

Balango nitrogenado

Analise das proteinas

Ensaio biologico

Controle da evolucdo ponderal e ingestdo alimentar

Nk W

Protocolo de treinamento
i. Caracteristicas do treinamento fisico
ii. Teste de exaust&o

8. Métodos e parédmetros bioquimicos

3.1. DIETAS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram alimentados primeiramente com dieta comercial (Nutival)
até atingir peso em torno de 100g. Sendo oferecida posteriormente a dieta
experimental elaborada de acordo com a formulag8o preconizada pelo
American Institute of Nutrition (REEVES et a/., 1993) para dieta AIN-93G,
com modificacdo no conteldo de proteina bruta para 12% (Pellet, 1980). A
fonte protéica utilizada para o ensaio foi isolado de soro de leite de vaca
(ALACEN™ 895) e seu hidrolisado enziméatico (ALATAL 817), ambos da NZMP™
(Wellington,N.Z.).

ALACEN™895, Proteina Isolada de soro de leite produzida por troca
ibnica e ultrafiltracio, e em conseqiiéncia disso, possui baixos teores de
lactose e gordura, € uma proteina solivel e ndo desnatada que fornece
beneficios nutricionais, bem como melhorar as propriedades funcionais e de
sabor.

ALATAL™817 Proteina hidrolisada de alta qualidade produzida através
de um tratamento enzimatico controlado do concentrado protéico de soro de
leite para produzir aminocacidos, peptideos e polipeptideos. A proteina de soro
de leite utilizada com base para este processo é de alto valor nutricional, e
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uma vez qgue o tratamento enzimatico € um processo sensivel e
cuidadosamente monitorado, os aminoacidos essenciais permanecem intactos
e a proteina mantém o seu alto valor nutricional. Este hidrolisado tem boas
propriedades emulsificantes, além de proporcionar uma ampla gama de
peptideos e oligopeptideocs.

Foram determinados, pelo método de Kjeldhal (Horwitz, 1975), os
teores de proteina bruta tanto para o isolado ALACEN™ 895, como para seu
hidrolisado enzimatico ALATAL 817. Posteriormente As dietas foram elaboradas
de forma a serem isoprotéicas (12%), isoenergéticas e isolipidicas.

Foi registrado o consumo individual da dieta durante a primeira fase do
experimento. Ja que durante a segunda fase no foi possivel fazer um
monitoramento, devido ao uso de gaiolas coletivas (5 ratos por gaiola); este
arranjo atendeu as condigBes de infra-estrutura da fase de treinamento.
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3.2. COMPOSICAO DAS DIETAS

A composicdo das dietas experimentais (Tabela 1), mistura de minerais
(Tabela 2) e de vitaminas (Tabela 3) foram mostradas a continuacdo.

Tabela 1.- Composi¢do das dietas (g/Kg de dieta) que foi utilizada para a
realizagdo do experimento (35 dias), segundo a AIN-93G.

Ingredientes Dieta com isolado (g) Dieta com hidrolisado (g)
Amido de milho 475,24 475,24
Amidc dextrinizado 151,57 151,57
Hidrolisado protéico 139,68 XXX
Isolado protéico OO0 130,26
Sacarose 97,89 97,89
Fibra 48,89 48,89
Oleo vegetal 39,82 39,82
Mistura mineral 34,16 34,16
Mistura vitaminica 9,95 9,95
Bitartarato de colina 2,44 2,44
Ter-butilhidrogquiona 0,0078 0,0078
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Tabela 2.- Composicdo da mistura mineral (g/Kg mistura) utilizada para a
realizacdo do experimento (35 dias), segundo a AIN-93G.

Ingredientes Quantidade (g)
Carbonato de célcio, anidro 40.04% 357,00
Fosfato de potassio, monobasico, 22.76% P; 28.73% K 250,00
Sacarose em pd 209,806
Cloreto de sddio, 39.34% Na; 60.66% Cl 74,00
Sulfato de potassio, 44.87% P; 18.39% S 46,00
Citrato de potassio, tri-potassio, monoidratado, 36.16% K 28,00
Oxido de magnésio, 60.32% Mg 24,00
Citrato férrico, 16.5% Fé 6,06
Carbonato de zinco, 52.14% Zn 1,65
Metasilicato de sddio, nonaidratado, 9.88% Si 1,45
Carbonato de manganés, 47.79% Mn 0,63
Carbonato cuprico, 57.47% Cu 0,30
Sulfato de potdssio e cromio dodecaidratado, 10.42% Cr 0,275
Acido borico, 17.5% B 0,0815
Sodium fluoride, 45.24% F 0,0635
Carbonato de niquel, 45% Ni 0,0318
Cloreto de litio, 16.38% Li 0,0174
Selenito de sédio, anhidro, 30.03% Se 0,01025
Iodeto de potassio, 59.3% I 0,01
Paramolibdato de amonia, tetraidratado, 54.34% Mo 0,00795
Vamndato de amonia, 43.55% 0,0066
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Tabela 3.- Composicdo da mistura vitaminica (g/Kg mistura) utilizada para a
realizagao do experimento (35 dias), sequndo a AIN-93G.

Vitaminas Quantidade
(9).
Acido Nicotinico 3,000
Pantotenato de Calcio 1,600
D-biotina (2% em CaCos) 1,000
Riboflavina (a 80%) 0,750
Piridoxina-HCL 0,700
Tiamina-(1 Nitrato) 0,645
Acido Félico 0,200
Vitamina E (a-tocoferol ) (500 Ul/qg) 15,000
Vitamina A (all-trans-retinil palmitato (500.000 UI/g) 0,800
Vitamina B-12 (cianocobalamina) (a 1% em maltodextrina) 0,250
Vitamina D3 (colecalciferol) (500.000 Ul/g) 0,200
Vitamina K (filoquinona) 0,075
Acucar refinado (ou dextrina) 975,780

3.3. BALANCO NITROGENADO

Com a finalidade de determinar o balango nitrogenado, foi monitorada a
quantidade de nitrogénio ingerido, através do controle do consumo de dieta,
fezes e urina. Estas foram coletados durante 4 dias, calculando-se o nitrogénio
excretado, a partir do 4 dia apés iniciada a dieta experimental.

A determinacado do teor protéico através da obtencdo do nitrogénio das
dietas e fezes foi feita pelo método semi-micro Kjeldahi (Horwitz, 1975)
utilizando o fator de conversdo 6,38 para proteina da dieta (FAQ, 1970). O
controle da ingestdo foi feito sé durante o periodo em que os animais
estiveram nas gaiolas individuais, através da pesagem dos comedouros em
dias alterados.
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3.4. ANALISE DAS PROTEINAS

3.4.1. O perfil de aminoacidos das duas fontes protéicas utilizadas
nas dietas de experimentacido

Para esta determinagdo fol pesado aproximadamente 32mg das
amostras (neste caso o isolado e hidrolisado de soro de leite), submetidas a
uma hidrélise acida com solugdo de HCl 6N, numa ampola a qual foi fechada
com magarico e colocadas na estufa a 110°C, por um periodo de 22horas. Apds
este tempo as ampolas foram retiradas da estufa, as amostras foram
resfriadas em temperatura ambiente, e a seguir foram extraidas das ampolas
por filtracdo. Deste material 100u foram para o dessecador ligado a uma
bomba de vacuo até a secagem total (3 a 6 horas). Logo apds a secagem, O
conteldo foi diluido em 300ul do diluente citrato de sédio pH2,2. As amostras
foram congeladas até serem injetadas no analisador de aminodacidos.

A composicdo qualitativa e quantitativa dos aminoacidos foi realizada no
cromatografo Thermo-Separation Products {Riveira Beachh, Fla, U.S.A.) com
coluna de troca ibnica de resina poliestirénica sulfonada e deteccdo pos-coluna
com ninidrina (Pickering, Mountain View, U.S.A; método de Spackman et al.,
1958). Coluna especifica para aminoacidos, # 1193250, 3mm X 250mm, 8u
cation-exchange. O comprimento de onda utilizado para a leitura foi de 570nm
e 440nm, este Ultimo exclusivamente para a prolina.

3.4.2. Analise do grau de hidrélise da proteina parcialmente
hidrolisada utilizada na dieta experimental

Para a determinacdo do grau de hidrélise foi utilizado o método TNBS
(acido trinitrobenzenosulfénico), o qual determina a concentragdo de grupos
aminos primarios (Adler-Niseen, 1979). Método que consiste em um ensaio
espectrofotométrico que forma um cromdéforo pela reacdo do TNBS com as
aminas primarias (ANEXO 1).
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3.5. ENSAIO BIOLOGICO

Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar SPF, recém-
desmamados (21 dias, 57g +5g) procedentes do Centro de Bioterismo (CEMIB,
UNICAMP). Os animais foram separados em dois grupos, cada um de 30 ratos,
para sua melhor manipulacdo e conforto, segundo o “Guiding Principles for the
Use and Care of Animals”. Portanto os ratos foram mantidos na temperatura
de 22 + 2° C e umidade de 50-60%, com o ciclo de luz invertido de 12 horas,
em gaiolas individuais para seu crescimento.

Os animais foram alimentados com dieta comercial (Nuvital para
roedores, Curitiba, Brasil) e dgua a vontade, até atingir um peso em torno de
100g. No final deste periodo, os ratos foram submetidos a um periodo de 35
dias de ensaio, sendo a primeira semana de adaptacdo & dieta experimental
AIN 93-G modificada. Nesse periodo, os animais permaneceram no Laboratério
de Ensaios Bioldgicos (LEB) do DEPAN. Findo esse periodo, eles foram
transferidos para o laboratério de Bioquimica do Exercicio (Instituto de
Biologia, UNICAMP), onde foram acondicionados cinco ratos por gaiola, para
serem submetidos & atividade fisica numa esteira, enquanto receberam a
mesma dieta e disponibilidade de &gua. O experimento foi aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia de
UNICAMP com o protocolo para uso de animais # 247-1.

3.6. CONTROLE DA EVOLUCAO PONDERAL E INGESTAO
ALIMENTAR

Durante a primeira etapa (periodo de administracdo da dieta comercial)
os ratos foram pesados cada sete dias em uma balanga eletrénica. Apds o
inicio com a dieta experimental os animais foram pesados cada dois dias, para
0 seguimento minucioso do ganho de peso nesta fase. Durante o periodo de
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treinamento ©$ animais foram pesados cada sete dias incluindo no dia do

sacrificio.

Foi determinado o balango de nitrogénio da dieta, determinando a
quantidade de nitrogénio ingerido, através do controle do consumo da dieta
(feito por diferenca de peso dos comedouros), fezes e urina. As duas ultimas
foram coletadas durante 4 dias, caiculando-se o nitrogénio excretado, a partir
do 4° dia apfs iniciada a dieta experimental. O balanco de nitrogénio foi feito
na segunda semana do experimento, primeira da dieta experimental, foi
determinado pelo o método de Kjeldahl (Horwitz, 1975) utilizando 6,38 como
fator de conversdo para proteina da dieta (FAD, 1970), este controle sé foi
realizado na etapa gque 0s animais estiveram nas gaiolas individuais.

3.6.1. Divisdo dos animais

Apés uma semana da ingestdo das dietas experimentais (hidrolisado (H)
e isclado (I) de soro de leite) os ratos foram submetidos a um teste de aptiddo
fisica por 5 min. a uma velocidade de 10m/min, para separar-los em treinados
e sedentarios. Os animais foram separados em 6 grupos, dos gquais 3 grupos
receberam dieta com HSL e 3 dieta com ISL, dos 6 grupos formados 4 foram
submetidos a atividade fisica, objetivando a comparacdo das caracteristicas
bioldgicas oferecidas pelas duas fontes protéicas. Os 2 grupos restantes
(sedentarios) foram utilizados como controle. Divisdo mostrada no
fluxograma 1.
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{ 30 ratos dieta com J [ 30 ratos dieta com }

hidrolisado (H) isolado (I)

10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos
treinados HT treinados e treinados IT treinados e
exaustos HE exaustos IE
10 ratos 10 ratos
sedentdrios sedentdrios
HS 1S
HT = Hidrolisado Treinado IT = Isolado Treinado
HE = Hidrolisado Treinado Exausto IE = Isolado Treinado Exausto
HS = Hidrolisado Sedentario IS = Isolado Sedentario

Fluxograma 1 Divisdo dos animais por tipo de dieta e atividade fisica .

3.7. PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Definidos 0s grupos em treinados e sedentérios (fluxograma 1), os
animais escolhidos para treinamento e treinamento exaustivo {quatro grupos
de 10 animais cada), foram submetidos a exercicio fisico por um periodo de
adaptacdo de 8 dias. Apds esta fase, os animais iniciaram um periodo de
treinamento fisico de 14 dias, totalizando um periodo de 22 dias. O protocolo
de treinamento utilizado é mostrado na Tabela 4.

62



Material e Métodos

Tabela 4. Protocolo de treinamento utilizado nos grupos Isolado-Treinado
(IT), Hidrolisado-Treinado (HT), Isolado-Treinado-Exausto (IE) e Hidrolisado-
Treinado-Exausto, (10 ratos por grupo)}, durante 22 dias seguidos sem
intervalos entre os tempos de corrida.

N°de Temp. inicial Veloc. inicial Temp. final Veloc. Final Temp. total
Semanas ___dias {min) (m/min) (min) (m/min) (min)
1 2% 10 5 10 10 20
le?2 6* 10 5 30 10 40
2 2 30 10 10 15 40
2 5 10 10 30 15 40
3 2 40 15 5 20 45
3 5 40 20 10 25 50

*periodo de tempo de adaptacdo ao exercicio.

No final do treinamento, dois grupos foram submetidos a exaustio (IE e
HE), eles correram no um inicio a uma velocidade de 25m/min até atingir
32,5m/min. A exaustdo de cada rato foi devidamente registrada a seu devido
tempo, considerando a exaustdo como ¢ momento em que o animal ndo
consiga sair do choque constante.

3.7.1. Caracteristicas do treinamento fisico

O treinamento dos animais foi realizado em uma esteira rolante durante
todas a manhds, de segunda a segunda feira, entre as 8:30 e 13:30 horas.
Divididos em 6 grupos de 10 ratos cada, 4 grupos (HT, HE, IT e IE) dos 6
foram submetidos a exercicio fisico nestas condigles, 0 resto dos animais (2
grupos HS e IS) ficaram em suas gaiolas, animais que foram o controle do
experimento.

Como € indicado na Tabela 4. Os animais foram adaptados ac exercicio,
para depois realizar o treinamento fisico o gual foi aumentando gradualmente
63



Material e Métodos

até chegar a um tempo de 50 minutos sendo os 40 primeiros a uma velocidade
de 20m/min e os 10 min restantes a uma velocidade de 25m/min.

Os ratos foram constantemente monitorados durante toda a fase de
treinamento, ja que na base da esteira o choque elétrico estava ligado
constantemente, choque que estimulava aos animais a correr. Este
monitoramento foi necessdrio para evitar que os ratos menos adaptados
permanecessem em choque constante, no caso que eles ficassen na base da
esteira por muito tempo, eles eram estimulados a retomar o ritmo adequado
de treinamento.

3.7.2. Teste de exaustio

Para realizar este teste grupos de 5 animais foram escolhidos
aleatoriamente das categorias (I1E) e (HE), foram levados para a esteira e
submetidos & atividade exaustiva. Quando os animais chegavam a exaustdo foi
medido imediatamente o lactato sanguineo em amostras de sangue caudal.
Estes animais foram sacrificados 48 horas depois de ter chegado a exaustdo,
foi extraido o sangue por puncio cardiaca e retirados os diferentes tecidos
necessarios, para as demais determinagdes analiticas.

3.8. METODOS E PARAMETROS BI10QUIMICOS

3.8.1. Dosagem da concentrac¢do de lactato sanguineo

> Lactimetro. Accusport (Béehringer Mannhein GmbH Biochemica,
Alemanha) (FELL et al., 1998).

> Fita para medicdo de lactato BM-Lactate (Roche Diagnostics,
GmbH Mannheim, Germany)
» Tubos capilares.
» Sangue caudal de cada animal.
Para realizar a medig3o do lactato sangtiineo foi cortada a ponta da cauda
do animal, imediatamente o sangue foi coletado no tubo capilar e depositado
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sobre a fita, a qual se introduz no lactimetro, onde foi realizada a leitura da
concentragdo de lactato. Esta medigdo no caso dos animais sedentarios e
treinados sem exaustdo foram feitos um pouco antes de seu sacrificio e no
caso dos ratos submetidos ao treinamento exaustivo foi feita logo apds da
Ultima sessdo de treinamento, objetivando-se a comparacgdo entre a obtencdo
do lactato em repouso e logo apds exaustdo.

3.8.2. Coleta do Sangue

A coleta do sangue foi feita por pungdo cardiaca, imediatamente depois
gue o animal ficou anestesiado por inalagdo com hidrato de cloral (10%), o
sangue coletado foi colocado em tubos sem anticoagulante e refrigerados em
gelo. A seguir foram centrifugados a 3000rpm {765 G) por 10-20min, em uma
centrifuga laborzentrifugen 2k15 refrigerada (Sigma) a temperatura de 5°C, o
plasma obtido foi imediatamente congelado em N; liquido a -195°C. Vale
aclarar que o tempo para que o sangue fosse centrifugado foi inferior a 1 hora
do momento da coleta.

3.8.3. Coleta dos o6rgdos

Foram coletados os seguintes 6rgdos:

Figado

Coracdo

Mdsculo Gastrocnémio

Apos a coleta do sangue, se procedeu a extracdo dos diferentes 6rgdos,

uma vez extraidos, eles foram imediatamente colocados em nitrogénio liquido
para seu congelamento e logo foram envolvidos em papel aluminio e
armazenados em de nitrogénio para sua andlise posterior.

3.8.4. Determinacao de glicogénio

Foi determinado o glicogénio dos diferentes 6rgdos:
> FIGADO
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» MUSCULO a) Gastrocnémio
b) Cardiaco

A determinagdo de giicogénio destes 6rgdos foi realizada com base no
método empregado por Lo et al. (1970), sendo, porém substituido o uso do
glicogénio por glicose, na solugdo glicogénio padro (ANEX02).

Para a determinacdo do glicogénio hepatico foi padronizado o corte do
I6buio (lobulo inferior) em todas as amostras e a mesma quantidade para
minimizar os erros, a quantidade da amostra foi de 25mg aproximadamente,
as amostras foram pesadas numa balanca de torcdo de precisdo “Roller-Smith”
e transferidas com pinga tipo férceps para um tubo com 0,5 mL de KOH a
30%, saturado com NapS0.. Os tecidos foram imersos na solugiio e mantidos
em banho de gelo até que todos os tubos fossem preenchidos.

Na determinacdo do giicogénio muscular e glicogénio do miocardio se
procedeu da mesma forma que para o glicogénio hepético, a Gnica diferenca
sendo a quantidade de amostra. Para o tecido muscular foram separados
aproximadamente 30mg e para o miocardio aproximadamente 35mg.

3.8.5. Determinacao da glicose sérica

A determinagdo de glicose foi feita utilizando o kit do Laborlab S/A
produtos para laboratério (Guarulhos, SP), Glicose Stable, pelo método
enzimatico. A leitura foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de
onda 500nm (HENRY, 1974). O procedimento de esta determinacdio esta no
ANEXO 3

3.8.6. Determinacdo de insulina

A determinagdo da insulina foi realizada pela técnica de
radioimunoensaio (RIE), feita por o pessoal do Departamento de Fisiologia da
Faculdade da Biologia da UNICAMP. O procedimento e os reativos utilizados
estdo no ANEXO 4.
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3.8.7. Determinagdo de acidos graxos

Foi utilizado um kit comercial fornecido pela Wako Chemicals, Gmhb
(Neuss, Alemanha). O método consiste na determinacdo colorimétrica de
acidos graxos ndo esterificados no soro. Adicionando-se Acyl-CoA sintetase,
ocorre uma acilagdo da coenzima A (Cba) e os acidos graxos livres formando
Acil-CoA. O Acil-CoA produzido entdo e oxidado na presenca da Acil-CoA
oxidase para produzir perdxido de hidrogénio no qual na presenca de
peroxidase permite a condensagdo oxidativa de 3-metil-Netil-N-(B-hidroxietil)-
alanina com 4-aminoantipirina desenvolvendo uma coloragdo rosa que pode
ser mensurada colorimetricamente a 550nm (DUNCOMBE, 1964; ELPHICK,
1968; DOLE; MEINERTZ, 1960).

3.8.8. Determinacdo dos triacilglicerdis

A determinacado foi feita mediante a utilizacdo de um kit do Laborlab
S/A, produtos para laboratério {(Guarulhos, SP), Kit-TRIGLICERIDEOS GPO-
PAP método colorimétrico enzimatico liquid stable (Jacobs et al., 1960). A
leitura foi feita em espectrofotébmetro em 505nm de comprimento de onda.
O procedimento de esta determinacdo esta no ANEXO 5.

3.8.9. Determinac¢ao do colesterol

A determinagdo foi feita utilizando um Serd determinado utilizando por
um kit do Laborlab S/A, produtos para laboratério (Guarulhos, SP) Kit-
COLESTEROL método enzimatico, colesterol oxidase, colorimétrico e ponto final
(Abell et al.,, 1952). A leitura foi feita em espectrofotdmetro em 505nm de
comprimento de onda. O procedimento de esta determinacio esta no ANEXO
6.
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3.9. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica usando o programa
STATISTICA® para ambiente Windows®, através da analise de varidncia

(ANOVA) e analise das diferengas entre médias segundo o teste de Tuckey,
considerando p<0,05 como critério de significdncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A duracgao total do ensaio foi de 35 dias. Tal periodo foi adotado como
tempo minimo para induzir as adaptagbes esperadas, com a obtencdo dos
resultados necessarios para a realizagdo do um segundo ensaio. Utilizou-se
e'ntéo somente aquela dieta capaz de proporcionar 0s melhores resultados de
desempenho fisico nos ratos, com o objetivo de avaliar o efeito da dieta na
recuperagéo do animal exaurido.

Ramos (2001) realizou um estudo com proteina hidrolisada de soro de
leite com grau de hidrdlise alto (~30%). O autor observou efeitos positivos em
relacdo a eficiéncia e sintese protéica, contudo ele afirmou que os resultados
encontrados poderiam ser ainda melhores se fosse utilizada uma proteina com
menor grau de hidrélise.

Neste ensaio foi utilizada proteina de soro de leite com grau de hidrélise
médio (7,8%).

Balanco nitrogenado

As dietas elaboradas com isolado e hidrolisado de soro de leite
apresentaram um balang¢o positivo, sendo de 19,25¢g+1,56 para a dieta com
hidrolisado; e 10,989+2,43 para a dieta com isolado. Esta diferenga,
significativa (p<0,05) foi registrada no periodo em que 0s animais consumindo
o isolado mostraram um queda tempordria no crescimento (37 e 4 ® semanas).
Ndo existe garantia de gue as dietas continuem a mostrar tanta diferenca na
capacidade de promover ¢ crescimento do animal com o passar do tempo. De
fato, parece haver um processo adaptativo do animal entre a 4* e a 5® semana,
levando a uma equiparacdo das duas dietas, a partir do final da 4* semana.
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Analise das proteinas

» Perfil de aminodcidos das protéicas utilizadas

Foi feita a composicdo de aminoacidos (perfil de aa), das duas fontes
protéicas utilizadas, isolado e hidrolisado de soro de leite. Esta composic3o ndo
apresentou nenhuma diferenga significativa quanto ao fornecimento de
aminoacidos entre as proteinas usadas no experimento. As variacBes foram
consistentes com a premissa de que as fontes protéicas oferecidas foram
diferentes apenas na forma estrutural, que diferiam apenas no tamanho
molécula dos peptideos em que se encontravam os aminodcidos, este perfil
pode ser observado na Figura.1.

20 -

154

#lsolado

10 4 D Hidrolisado

Aminoacidos

Figura 1 Perfil de aminodcidos das fontes protéicas {isolado e hidrolisado de soro de
leite) utilizadas na dieta para os animais em estudo {ratos Wistar).
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Na Figura 2. Podemos observar uma comparagdo dos perfis de
aminodcidos essenciais das duas fontes protéicas utilizadas em relagdo ao
perfil de aminodcidos essenciais preconizado e recomendado pela FAO (Food
and Agriculture Organization). Este grafico mostra que tanto o isolado como o
hidrolisado de soro de leite s8o proteinas com alto valor bioldgico além de ter
um excelente balanco de aminoacidos.

15
g1 isolado
EIHidrolisado

10 B FAO

mg aa/100mg de proteina bruta

(}& . (}Q@ &Q'b ‘}@ $$:b {f& %,\.;b '&Q@ c}& . zg-'b ¢Q® C@
I VEEF & ¥ F P& FK
A & 9 RIEEC A N
Aminoacidos

Figura 2. Perfil de aminoacidos essenciais recomendado pela FAC vs. as fontes
protéicas (isolado e hidrolisado de soro de leite bovino), utilizadas no experimento com
ratos submetidos a exercicio fisico.

» Analise do grau de hidrdlise da proteina parcialmente hidrolisada
utilizada na dieta experimental

Esta analise foi realizada pelo método de TNBS (Adler-Nisen, 1979) para
verificar o grau de hidrélise da matéria-prima ALATAL™817. O valor dado pelo
fabricante foi de 10,0% e o valor encontrado foi de 7,8%.
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Foi observado por (Ramos, 2001) efeitos positivos em relacdo 2
eficiéncia e sintese protéica, nesse estudo o grau.de hidrdlise utilizado foi de
aproximadamente 30%, apesar de ter encontrado estes efeitos, ele afirmou
que os resultados encontrados poderiam ser ainda melhores se a proteina a
ser utilizada tivesse um grau menor de hidrdlise, j& que o produto utilizado
nesse estudo tinha elevadas concentragBes de aminodcidos livres, o que pode
retardar a velocidade de absorgdo dessa proteina. No presente estudo se
observou que 0s grupos que foram alimentados com o hidrolisado de soro de
leite (HSL) tiveram sempre melhor desempenho na esteira do que aqueles
alimentados com isolado de soro de leite (ISL).

Ensaio bioldgico

O experimento teve no total uma duracdo de 35 dias. Tempo que foi
considerado como o minimo tempo para induzir as modificacBes esperadas, os
resultados deste experimento nos levaram a realizacdo de um segundo
experimento, no qual foi utilizada s6 a dieta com hidrolisado de soro de leite,
dieta que proporcionou melhores resultados no desempenho fisico dos animais.
No segundo ensaio foi avaliado o efeito da dieta na recuperacdo dos ratos

exauridos.

Durante o inicic da fase de treinamento fisico (fase de adaptac3o) os
animais foram estimulados a correr com a ajuda de um choque elétrico
localizado na base da esteira, os animais adaptaram-se de tal forma que foram
poucos os animais que se encostavam ao choque, o qual e permaneceu ligado
tempo todo forcando aos ratos corressem durante todo o periodo de
treinamento.

Evolugao Ponderal

O ganho de peso ndo apresentou diferengas significativas (p>0,05) entre
os animais que foram alimentados com a dieta com isolado (I) e os
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alimentados com hidrolisado (H) (grau de hidrélise médio) de soro de leite
(SL), mas cabe aclarar que o desempenho dos ratos na esteira foi sempre
methor nos alimentados com hidrolisado. Mesmo nao apresentando diferengas
significativas, podemos dizer que os grupos HS e HT apresentaram uma
pequena diferenca em relagdo aos outros grupos. O grupo HS mostrou um
incremento do pesc a mais que os outros grupos, durante o periodo da
primeira para segunda semana, para logo ter uma pequena queda da segunda
para terceira semana, juntando-se assim as meédias dos outros grupos, da
mesma maneira observou-se que o grupo HT apresentou valores menores que
o resto dos grupos, durante o periodo da terceira semana até o final do
experimento, cabe aclarar que todos os grupos tiveram um crescimento
normal, gradual e continuo como é observado na Figura 3.

300,00 -
250,00
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g oo HT
% 200,00 4 e 1T
o s P
L4 - IE
9 150,00 - i HS
t 3
"
&
100,00
50,00 7 T .
Peso Dieta 1 2 3 4 5
inicial Comer.
Tempo (Semanas)
HT = Hidrolisado Treinado IT = Isolado Treinado
HE = Hidrolisado Treinado Exausto IE = Isolado Treinado Exausto
HS = Hidrolisado Sedentdrio IS = Isolado Sedentario

Figura 3.- Evolucdo ponderal de ratos Wistar alimentados com isolado e seu
hidrolisado de soro de leite bovino durante 35 dias e submetidos a exercicio fisico.
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O ANEXO 7 apresenta os graficos da evoluciio ponderal dos ratos
alimentados com isolado e hidrolisado de soro de leite, comparando o mesmo
tipo de atividade fisica e as duas dietas utilizadas neste estudo. As médias e
desvios-padrdo dos pesos (g) dos animais sdo apresentados no ANEXO 8.

Protocolo de treinamento

Em primeiro lugar os animais foram divididos em sedentarios e
treinados, (2 grupos sedentérios e 4 treinados), estes grupos foram separados
pelas dietas utilizadas no experimento, obtendo assim trés grupos com isolado
e trés com hidrolisado de soro de leite, apds esta divisdo os animais foram
divididos de novo em treinados (HT e IT), treinados exaustos (HE e 1IE) e
sedentarios (HS e IS) com 10 ratos por grupo. Os animais escolhidos para o
treinamento tiveram 8 dias de adaptacdo ao exercicio antes de comecar com 0
treinamento fisico (duas semanas), como foi descrito na Tabela 4.

Tempo de exaustdo

Os grupos HE e IE foram levados a um treinamento exaustivo com o
objetivo de comparar as dietas estudadas (isolado e hidrolisado de soro de
leite) no desempenho fisico dos animais. Os grupos HT e IT foram liberados do
exercicio exaustivo para permanecerem como controle,

Foi considerado como exaustdo 0 momento no qual o animal ndo
conseguia sair do choque constante, nesse instante registrou-se o tempo que o
animal demorou em atingir sua exaust3o. Este tempo foi significativamente
maior para o grupo alimentado como hidrolisado de soro de leite (156+18min)
do que para o grupo alimentado com isolado de soro de leite (60+13min),
como se pode observar na Figura 4. Embora ndo tenha sido observado grande
problema entre os grupos para se adaptar a atividade fisica, cabe aclarar que
tanto durante a fase de adaptacSo e mesmo durante ¢ treinamento fisico,
existiu alguns animais que mostraram certa dificuldade em se adaptar ao
exercicio, principalmente 0s animais que receberam a dieta com isolado de
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soro de leite. Os animais que apresentaram alguma dificuldade foram
acompanhados para evitar que eles ficassem no chogue constante e assim
ficam com estresse ndo desejado.
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50,0 -

Tempo em minutos

0,0

Grupos

HE=Hidrolisado treinado exausto IE=Isolado treinado exausto

Figura 4. Tempos médios e desvios-padrdo da exaustdo de rates (10 animais por
grupo) alimentados com ISL e HSL e submetidos a exercicio fisico.

Na Figura 4 podemos observar que 0s animais que receberam a dieta
com hidrolisado teve 0 ponto de exaustdo 2,6 vezes superior aos alimentados
com isolado, resultado da agdo conjunta da dieta e do exercicio fisico. Este
achado n3o foi encontrado até a data presente na literatura.

Tassi (1996) realizou um estudo com ratos submetidos a natagdo e
alimentados com dietas contendo a-lactalbumina e um hidrolisado enzimatico e
encontrou que 0s proteolisados enzimaticos forneceram uma vantagem fisica
ao animal exercitado, em relagdo as proteinas intactas. Entretanto estudos
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semelhantes realizados posteriormente com o hidrolisado das proteinas
conjuntas do lactosoro bovino ndo confirmaram tais observacdes (Ramos,
2001). A explicagdo para tal divergéncia de resultados aparentemente esta no
tamanho dos peptideos que compdem os hidrolisados. Ramos (2001) utilizou a
proteina hidrolisada com alto grau de hidrélise (~30%), enquanto a proteina
utilizada por Tassi (1996) tinha um grau de hidrdlise aproximadamente de
15%. No presente trabalho foi utilizado um proteolisado com grau de hidrolise
aproximadamente apenas de 7,8%, bem menor que o grau da proteina
adotada por Ramos (2001).

Determinacoes teciduais

Foi determinada a concentragdo de glicogénio hepético, muscular
(gastrocnémio) e do miocdrdio, a partir de amostras de tecidos de animais
submetidos a exercicio fisicos e sedentdrios, alimentados com HSL e ISL,
estes valores sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5.- ConcentracBes médias e desvios-padrdo de glicogénio hepatico,
muscular e do miocardio em ratos alimentados com HSL e ISL e submetidos a
exercicio fisico.

Tratamento Fisico
Determinacbes Treinados Treinados Baustos Sedentarios
mg/100mg HT I HE IE HS IS

" Qicogénio
hepdtico  1,086'+0143 044740,021 0,83°20,0%9 041720013 063°£0,109 0,225%0,035
Qicogénio ' '
musaular  0,103°40,019 0,100°%0,044 0,104°+0,020 0,064°°40,020 0,070°40,019 0,065%0,022
Qicogénio
miocArdio  0,003"+0007 0,240,006 0,020,006 0,020,040 0,014%40,003  0,014°40,005

HT = Hidrolisado Treinado IT = Isolado Treinado
HE = Hidrolisado Treinado Exausto XE = Isolado Treinado Exausto.
HS = Hidrolisado Sedentario IS = Isolado Sedentdrio
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*Os grupos com as mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas
entre si; avaliadas pelo teste de Tuckey (p<0,05). As médias apresentadas sdo
de 10 ratos por grupo.

Glicogénio Hepatico (GH)

Na Tabela 5 e na Figura 5 podemos observar que existem diferengas
significativas entre os pares de grupos HT e IT, HE e IE e HS e IS, mostrando
que a concentragdo de glicogénio foi consideraveimente maior nos grupos que
consumiram a dieta com ¢ hidrolisado do soro de leite do que os alimentados
com isolado. Outra observagdo € que 0s animais dos dois grupos sedentarios
(HS x 1S) foram o0s que apresentaram menor acumulo de glicogénio hepatico
(GH), sendo gue o grupo IS apresentou a minima concentragdo. Por sua vez, o
grupo treinado gue consumiu a dieta com hidrolisado mostrou 0 maior acimulo
de GH.

Também podemos observar que a exaustdo ndo resultou em deplegdo
do glicogénio hepatico (IT quase = IE) para animais que consumiram a dieta
com isolado. Ja para animais com a dieta com hidrolisado a exaustdo levou a
uma diminuicdo do GH (HT x HE). Deve ser levado em considera¢do o.fato do
que o grupo IE executou um trabalho a penas normal (hrs: 60min).

Finalmente observamos que os desvios-padrao (Dp) foram relativamente
pequenos, isso quer dizer que. a. dispersao dos dados foi pequena.
Considerando que os Dp sdo baixos, a diferenca entre todas as meédias (M)
foram significativamente diferentes, foi possivel verificar que houve interacdo
entre as dietas e entre o nivel de atividade, com excecdo de IT e IE.

Ramos (2001) realizou um estudo com ratos submetidos a atividade
fisica e alimentados com hidrolisado de soro de leite de alto grau de hidrdlise
comparada com seu concentrado e a caseina por um periodo curto, ele ndo
encontrou diferengas significativas na concentragéo de glicogénio hépético nas
trés dietas estudadas, contudo a dieta com hidrolisado apresentou uma
concentracdo menor.
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No presente estudo pode-se observar que os ratos alimentados com
HSL apresentaram diferengas significativas considerdveis com os alimentados
com ISL, além de apresentar concentracBes maiores de GH nas distintas
categorias de atividade fisica. Como & observado na Figura.5.

B Glico.Hepatico
c Glico.Muscular

Glicogénio mg/100mg
de tecido

HT = Hidrolisado Treinado IT = Isolado Treinado
HE = Hidrolisado Treinado Exausto IE = Isoiado Treinado Exausto.
HS = Hidrolisado Sedentario IS = Isolado Sedentdrio

Figura 5.ConcentracSes médias e desvios-padrio de glicogénio hepético e muscular
de ratos (10 animais por grupo) alimentados com ISL e HSL e submetidos a exercicio

fisico.

Glicogénio Muscuiar (GM)

Na Tabela 5 e na Figura 5 podemos observar que o0s grupos do
conjunto HT, IT, HE e IE ndo apresentam diferengas significativas em relacdo
ao glicogénio muscular . Por sua vez as médias dos grupos do conjunto IE, HS
e IS também ndo foram significativamente diferentes.
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Entretanto houve diferengas entre os conjuntos HY, IT e HE e ¢
conjunto- HS e IS. Dito em outras palavras os dois grupos sedentarios
mostravam concentragfes de GM significativamente inferiores aos niveis de
todos os grupos que foram submetidos a atividade fisica. Este resultado era de
se esperar, visto que a atividade fisica influéncia positivamente ao acdmulo de
glicogénio muscular, a deplecdo de glicogénio depende da intensidade e
duracdo do exercicio imposto. O treinamento por longos periodos tende a
promover alteracBes metabdlicas, dando como reéuitado maiores
concentracdes de glicogénio muscular em grupos treinados em relacdo a
animais sedentdrios (Azevedo, 1994).

0O estudo atual também mostrou que a dieta com hidrolisado foi mais
eficaz em preservar os niveis de glicogénio muscular, ap6s 48 horas de
recuperacdo, do que aqueles que foram alimentados com isolado de soro de
leite.

Relacionando os resultados de glicogénio muscular (GM) com os do
glicogénio hepético pode-se concluir que o hidrolisado ndo teve infiuéncia nos
niveis de GM. Esta comparagdo pode-se observar melhor no Figura 5.

A capacidade de o miscuio concentrar glicogénio parece ser muito
limitada, ndc dependendo da forma em que a proteina é apresentada. Esta
afirmacdo é coerente com o conceito de que o GM é exclusivamente para
consumo do musculo, enguanto que o GH é para consumo do metabolismo
geral especialmente o do cérebro.

Glicogénio do miocardio

Os uso de hidrolisado resultou em aumento significativo do aciimulo de
glicogénio do miocdrdio detectavel apenas nos animais que foram submetidos
a exaustdo. De forma geral como foi constatado para o glicogénio muscular, o
treinamento teve efeito significativo na concentragdo de glicogénio do musculo
cardiaco. O significado deste achado pode ser de importéncia para a fisiologia
do miocardio visto que a proteina hidrolisada aumentou a capacidade de
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estocagem de glicogénio, além do aumento causado pelo treinamento. Ainda
deve ser levado em consideracdo o fato do que os animais alimentados com
hidrolisado e submetidos & exaustdo (HE) realizaram quase trés vezes mais
trabalho do que aqueles que consumiram a proteina intacta (IE).

Podemos observar que ndc houve interacdo do estado da proteina da
dieta para 0s grupos treinados e sedentdrios (HT x IT, HS x IS). Como é
observado na Tabela 5 e na Figura 6.

0,040 -
0,035 - BGlico.do

0,020 - miocardio
0,025

0,020 -
0,015 -
0,010
0,005
0,000

Glicogénio do miocardio em
mg/100my de tecido

HY = Hidrolisado Treinado IT = Isolado Treinado
HE = Hidrolisado Treinado Exausto IE = Isolado Treinado Exausto.
HS = Hidrolisado Sedentério IS = Isolado Sedentario

Figura 6.- Concentracbes médias e desvios-padrdo de glicogénio do miocirdio de
ratos (10 animais por grupo) alimentados com ISL e HSL e submetidos a exercicio
fisico.

Determinacdes plasmaticas

A Tabela 6 mostra as médias e desvios-padrdo das concentracdes finais
de lactato, glicose, insulina, acidos graxos, triglicerideos e colesterol,
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determinados no plasma sanglineo de ratos alimentados com isolado de soro
de leite ou hidrolisado de soro de leite e submetidos a exercicio fisico
(treinados, treinados-exaustos e sedentdrios).

Tabela 6. Parametros plasmaticos determinados no plasma sangiineo
{lactato, glicose, insulina, ac. graxos, triglicerideos e colesterol) de ratos
submetidos ao exercicic fisico e alimentados com ISL e HSL.

Tratamento Fisico
Determinacies HT Ir HE IE HS 1S

| actato
(nrmol/L) 1,5%40,20 2,1°0,30 4,4°+0,40 5,1%0,20 1,2%40,20 2,8+0,60
Qicose

mo/100mL  117,89%%17,5 113,30%+16,46 112,00%£16,78 12604°+14,77 101,15°+13,10 118,14%+28,57
Insulire

ng/rrL. 241130 3,68°%1,31 627°£2,30  3,66°+083  7,03°%#143  3,61°0,78
Ac. Gaxos

(mol/l)  0,748%#0,16  0,89°+0,19 06474024  049°:008 0830:0,16  0,93+0,18
pich

(mg/dl)  4685°20,07  31,77%7,11  786P:7,72 651875794 484902 438854850

Cdesterd
(mg/dL) 62,5746,12 589674572 626474920 66194926 67,70°04850  60,93+7,07

HT = Hidrolisado Treinado IT = Isolado Treinado
HE = Hidrolisado Treinado Exausto IE = Isolado Treinado Exausto.
HS = Hidrolisado Sedentario IS = Isolado Sedentario

*(Qs grupos com as mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas
entre si; avaliadas pelo teste de Tuckey (p<0,05). As médias apresentadas sdo

de 10 ratos por grupo.

Lactato sangiiineo

Na Tabela 6 estdo representados os valores de lactato sérico nos
diferentes grupos, onde podemos verificar que ndo houve diferenca estatistica
entre 0os grupos HT e HS e IT e IS, parecendo ser que houve uma adaptacgdo
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dos animais submetidos a treinamento fisico e que a atividade realizada foi o
suficientemente moderada para ndo influenciar este parametro com uma leve
alteracdo do nivel de atividade.

Também podemos dizer que a dieta com o hidrolisado de soro de leite
proporcionou um menor acimulo de lactato sanguineo, quando comparada aos
resultados obtidos pela dieta com a proteina intacta. Outra observacdo que
podemos fazer € que os grupos (HE e I1E) apresentaram os niveis de lactato
sangliineo consideravelmente mais elevados, mostrando diferenca significativa
notavel com relag&o aos outros grupos (HT, IT, HS e IS).

Observa-se que comparando HE com IE, a diferenca foi significativa,
mostrando que o grupo alimentado com a dieta com isolado de soro de leite
(ISL) acumulou mais lactato do que o alimentado com o hidrolisado de soro de
leite (HSL).

Com relagdo ao mesmo nivel de atividade fisica e o tipo de dieta (HT e
IT) e (HS e IS) verifica-se que houve uma diferenga significativa, mostrando
que os grupos que foram alimentados com o isolado alcangaram maior
concentragdo de lactato que os alimentados com o hidrolisado. O hidrolisado
mostrou um efeito amenizador do processo metabdlico que leva ao acumulo de
lactato. Sabe-se que o treinamento fisico submaximo reduz as concentracdes
de acido lactico para uma determinada carga de trabalho. Os resultados aqui
apresentados, todavia, mostram que a forma de apresentagédo da proteina da
dieta pode ter um efeito igual ao do treinamento.

Gallani (1995) também verificou elevacio significantemente menor nos
niveis de lactato sanguineo nos ratos treinados, em comparacdo com
sedentarios. Comprovando o fato de que o exercicio fisico constante contribui
para a adaptacdo, resultando em menor acimulo de lactato pelc musculo
durante a atividade de contracdo.

Também registra-se que além dos animais alimentados com ISL
apresentarem valores de lactato superiores aos alimentados com HSL, guando
0s animais com a dieta de isolado atingiram a exaustdo muito antes que 0s
animais que consumiram a dieta com hidrolisado. O nivel baixo de lactato no
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grupo HE pode ter sido responsavel ao menos em parte, pelo maior
rendimento dos animais consumindo a proteina hidrolisada. Finaimente,
podemos observar que os desvios-padrdo foram relativamente pequenos e
semelhantes, 0 que significa que os animais responderam de forma bastante
homogénea.

Giicose sangiiinea

Primeiramente, podemos observar na Tabela 6 que a concentragdo da
glicose entre os diferentes pares de grupos (HT-IT), (HE-IE) e (HS-I) ndo
apresentaram diferencgas significativas, mostrando gue a composicdc das
dietas experimentais ndo teve influéncia no nivel de glicose.

A Unica diferenga significativa encontrada foi aguela entre HS e IE,
sendo conveniente lembrar que os desempenhos fisicos também foram muito
diferentes.

Tassi (1996), verificou diferencas entre os resultados dos ratos que
consumiram dieta com o hidrolisado e 0s que consumiram proteina intacta, ou
com caseina, sendo que nos ultimos a glicose sérica foi sempre menor, 0 que
indica que o grau de hidrdlise com que a proteina foi apresentada ao animal
influiu significativamente na manutencdo da glicemia ao longo da prova. Os
resultados parecem ser consistentes com a idéia de que o uso do proteolisado
possibilita 2 poupanga de glicose. Porém, nesse estudo, a autora determinou
todos seus pardmetros logo em seguida da exaustdo. No estudo atual, os ratos
foram sacrificados 48 horas apds a Gltima sessdo de exercicio exaustivo, logo,
esses ndo devem ser considerados conflitantes. Por outro lado Ramos (2001)
também ndo verificou diferenca significativa para os niveis de glicose (24h
apos a exaustdo), entre 0s grupos de ratos em treinamento fisico submetidos &
dieta com concentrado protéico de soro de leite, e seu hidrolisado com alto
grau de hidrdlise.
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Insulina sangiiinea

Na Tabela 6 sdo apresentadas as concentragbes médias de insulina
sérica dos ratos alimentados com ISL e HSL. O nivel de atividade parece ndo
ter exercido qualquer efeito na concentragdo de insulina circulante. Analisando
0s dados dentre de cada par de grupos, a forma de apresentac8o da proteina
na dieta, vemos que o hidrolisado promoveu a liberacdo de maiores
quantidades de hormdnio, particularmente para os grupos levados & exaustdo
e sedentarios.

Considerando o fato de que a diferenga entre 0s grupos HT e IT n3o foi
significativa, acreditamos que a maior secregdo de insulina induzida pelo
hidrolisado ainda seja dependente de outros fatores. De toda forma, este
resultado nos leva a crer que o efeito da proteina hidrolisada na secrecéio de
insulina merega uma investigacdo mais apurada. Ndo passou despercebida a
coeréncia entre os dados de insulina e glicemia.

E sabido que a ingestdo de aminodcidos livres leva a um aumento da
concentracdo de insulina, os quais apds entrarem na célula n3o saim. Nesse
caso 0s aminodcidos sdo aproveitados dentre da célula, em contraste com a
acdo de outros hormdnios. Ramos (2001) ndo achou diferencas significativas
na concentracdo de insulina em ratos alimentados com concentrado de soro de
leite e seu hidrolisado de alto grau de hidrdlise. Ele atribuiu este resultado 3
alta concentracdo de aminoécidos livres os quais diminuiram a velocidade de
absorgdo pelo intestino, diminuindo o estimulo & secrecdo de insulina.

E interessante notar que, se o fator determinante de uma maior
secrecdo de insulina € a taxa de produgdo de aminoécidos livres no sangue, 0
hidrolisado com alto grau de hidrolise deveria produzir um efeito
hiperinsulinimiante maior do que outro com grau de hidrélise menor.
Entretanto, ndo € isso que se observa com clareza, razdo pela qual estudos
mais aprofundados se fazem necessarios.

Neste estudo observou-se diferencas significativas no efeito das duas
dietas, o qual pode-se atribuir ao fato do grau de hidrdlise da proteina neste
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caso ser médio (7,8%). O anabolismo da insulina ndo aumenta o tamanho da
fibra muscular, mas sim melhora a estocagem de substrato intercelular.

Acidos graxos

A Tabela 6 mostra qgue n3c existem diferengas significativas entre os
pares de grupos HT x IT, HE x IE e HS x IS, mostrando assim que a forma de
apresentacdo da proteina nas dietas HSL e ISL ndo teve influéncia nos niveis
séricos de AGLs. Sendo que 0s grupos gue consumiram a dieta ISL apresentam
valores um pouco superiores aos que 0s que consumiram a dieta HSL, exceto
nos grupos que foram levados & exaustdo HE e IE onde ocorreu o contrario.

Por outro lado, podemos observar que 0s grupos IT e IS possuem quase
a mesma concentracdo sérica de AGL, mas, guando comparados com o grupo
IE, observa-se uma expressiva diferenga significativa, mostrando que o grupo
que consumiu o isolado e foi levado a exaust@o teve a média mais baixa de
todos 0s grupos.

O achado estaria explicado, segundo COSTILL et al. (1977), pelo fato de
que a concentracdo sérica de AGL aumentada, diminui a utilizagdo do
glicogénio, enquanto que o decréscimo nos AGL, pode resultar em deplegdo do
glicogénio, sendo esta uma das principais causas da exaust3do.

Finalmente, a Tabela 6 mostra que 0s grupos que consumiram a dieta
com hidrolisado (HT, HE e HS) ndo apresentaram diferencas significativas
entre si na concentracdo sérica de AGL (0,64 a 0,82 mmol/L), concluindo que
mais uma vez que a atividade fisica realizada ndo teve influéncia sobre tal
parametro.

Triacilgliceréis
Na Tabela 6 podemos observar que os grupos que foram alimentados
com isolado do soro de leite (ISL) apresentaram concentracdes menores de

TGL do que os que foram alimentados com hidrolisado de soro de leite (HSL),
independentemente da atividade.
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Por outro lado, podemos dizer que o par de grupos HT x IT e HE x 1E
apresentaram diferencas significativas entre si. Estes resultados foram
coerentes com 0s observados por Nagaoka et al., 1991. Além disso, podemos
observar que 0s grupos que foram levados a atividade fisica de exaustdo (HE e
IE) apresentaram a maior concentracdo de TGL entre todos os pares de
grupos.

Estes resultados, apreciados de uma forma geral sugerem que o
aumento dos triacilglicerdis representa o preparo do organismo para um
estado metabdlico acelerado.

Qutra observacdo é que 0s grupos HT e HS ndo apresentaram
diferencas significativas concluindo que para esse caso o exercicio ndo teve
influencia sobre a concentragdo de TGL, cabe realgar que o grupo IT
apresentou a menor concentragdo de TGL entre todos os grupos.

Colesterol

Neste caso podemos observar que ndo existem diferencas significativas
na concentracdo de colesterol em nenhum dos grupos analisados. Podemos
indicar que o grupo IT apresentou a menor concentragdo de colesterol no
plasma em relacdo aos outros grupos, mais essa diferenca ndo é significativa,
podemos concluir que o tipo de proteina ao igual que o tipo de exercicio ndo
tiveram influéncia sobre este parametro estudado.

Resultados similares foram achados por NAGAOKA et al., 1991; ZHANG;
BEYNEN, 1992; RAMOS 2001.

Segundo Nagaoka et al. (1991), o tipo e a quantidade de proteina pode
influenciar a concentragdo de colesterol sérico. As proteinas de origem animal
geralmente exercem um efeito hipercolesterolemiantelémico, quando
comparadas com as de origem vegetal; podendo causar diferentes graus de
hipercolesterolemia.
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5. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo nos permitiram chegar as
seguintes conclusdes:

1. A dieta com hidrolisado de soro de leite de grau de hidrélise
medio promoveu um melhor desempenho fisico em animais
treinados, como foi evidenciado pelo teste de exaustdo.

2. A ingestdo de produtos parcialmente hidrolisados (soro de leite)
promoveu alteracbes metabdlicas capazes de reduzir as
concentracles de lactato sanglineo.

3. As concentracgbes da glicose sanglinea ndo apresentaram
diferencas significativas apds recuperacdo dos ratos por 48 horas.

4, A concentragdo de glicogénio hepatico foi maior em todos os
grupos de ratos alimentados com HSL em relacdo aos alimentados
com ISL, aiém de apresentar diferencas significativa consideraveis
entre as duas dietas.

5. Embora as dietas ndo tenham apresentado diferencas na
concentragdo de glicogénio muscular apés o periodo de
recuperagdo (48h), o nivel de atividade fisica mostrou que os
animais sedentarios apresentaram menores estoques de GM.

6. Os uso do hidrolisado resultou em aumento significativo das
reservas de glicogénio do miocdrdio, detectavel apenas nos
animais que foram submetidos a exaustdo. O significado deste
achado pode ser de importdncia para a fisiologia do miocardio
visto que a proteina hidrolisada aumentou a capacidade de
estocagem de glicogénio, além do aumento causado pelo

treinamento.

7. A concentragdo de insulina ndo apresentou diferencas
significativas entre os diferentes grupos com exce¢ao dos grupos
HE e HS o0s gquais tiveram um incremento significativo na
concentracdo deste parametro.
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8. Embora as dietas e a atividade fisica n3o tenham apresentado
influéncias sobre a concentracio de A4cidos graxos, apos
recuperacdo podemos dizer que os grupos que foram levados até
exaustdo apresentaram a menor concentracdo deste parametro.

9. Com respeito aos niveis de triacilglicerdis podemos concluir que os
animais levados & exaustdo apresentaram concentragbes maiores
de TGL.

10. Foi confirmado que o uso de isolado e hidrolisado de soro de leite
ndo tém influéncia sobre os niveis de colesterol.
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EFICIENCIA METABOLICA DO HIDROLISADO SORO DE LEITE COM
GRAU DE HIDROLISE MEDIO NA RECUPERACAO DE RATOS
SUBMETIDOS AO EXERCICIO FISICO EXAUSTIVO

RESUMO

As proteinas de soro de leite, além de possuirem um alto valor biolégico
e escore quimico superior & de outras proteinas de origem animal, sdo
consideradas proteinas de rapida absorcdo facilitando o metabolismo. Esta
caracteristica especial resulta na recuperacio mais rapida de organismos
debilitados, estimulando a sintese protéica, o que justifica sua utilizacdo como
suplemento na alimentagéo de esportistas. Recentemente as proteinas do soro
vém sendo muito utilizadas por atletas, devido a suas caracteristicas
funcionais, fisioldgicas e nutricionais. Contudo ndo se sabe ainda qual é o
melhor grau de hidrdlise dessas proteinas capaz de proporcionar resultados
benéficos ac exercicio fisico. O presente trabalho teve como objetivo verificar a
capacidade de recuperagdo de ratos submetidos a exercicio fisico exaustivo
quando alimentados com o hidrolisado de soro de leite bovino (grau de
hidrélise 7,8%), visando comparar o desempenho fisico e alguns parametros
bioquimicos. Neste experimento foram utilizados 60 ratos Wistar ((100g) e
divididos em seis grupos: sedentdrios (SM), sedentarios-exaustos (SEM),
treinados (TM), treinados-exaustos (TEM) e treinados com recuperagao de 24 e
48h (TER/24 e TER/48 respectivamente). A dieta foi formulada de acordo com
as normas da AIN-93G modificada. O periodo experimental foi de 9 semanas,
durante o qual os animais foram submetidos a treinamento continuo em
esteira, o grupo sedentario foi considerado como controle. Apds periodo de
treinamento, os animais foram submetidos a exaustdo, seguida de avaliacdo
da capacidade de recuperagdo. Foram monitorados: evolucdo ponderal, tempo
de exaustdo, lactato, glicogénio hepdtico (GH), glicogénio muscular (GM),
glicogénio do miocardio (GC), também foram determinados glicose, insulina,
acidos graxos livres (AGL), triglicérides (TGL) e colesterol sanguineos, Foi
observado que 0s ratos sedentdrios atingiram o ponto de exaustio muito antes
que os animais treinados (42(14 e 79(16 min, respectivamente). Em relacdo
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aos niveis de glicose ndo houve diferengas significativas entre os grupos. Os
niveis de lactato sanglineos apresentaram diferengas significativas nos grupos
submetidos a atividade fisica exaustiva {p<0,05), mostrando que o hidrolisado
foi vantajoso. O GH ndo apresentou diferengas significativas entre os grupos
SM e TM, mas mostrou diferencas significativas quando comparados aos
demais grupos, havendo uma recuperacdo gradual do glicogénio, todavia
incompleta. Os resuitados do GM foram semelhantes aos do GH, porém a
recuperacao foi completa. Quanto ao GC, estes ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos SEM e TEM, mas apresentaram diferencas
significativas quando comparados aos demais grupos. Os parémetros de
glicose seérica, insulina e colesterol ndo apresentaram diferengas significativas
em nenhum dos grupos. A concentracdo de AGL foi significativamente maior
para o grupo SEM e menor para o grupo TER/24. Finalmente em relagdo aos
niveis de TGL, os grupos SM, SEM e TM ndo apresentaram diferengas
significativas entre si, mas apresentaram diferengas significativas em relacido
aos grupos TEM, TER/24 e TER/48, sendo notada uma recuperacgo gradual
deste parametro.

Palavras chaves: Proteina de soro, hidrolisado, recuperacdo, ratos, exercicio.
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METABOLIC EFFICIENCY OF THE MILK WHEY PROTEIN
HYDROLYSATE WITH MEDIUM DEGREE OF HYDROLYSIS ON THE
RECOVERY OF RATS SUBMITTED TO EXHAUSTING PHYSICAL
EXERCISE

SUMMARY

Milk whey proteins, besides their high biological value and superior chemical
score in comparison to other proteins of animal origin, are considered proteins
of fast absorption and metabolism. Fast proteins are thought to be more
efficient in the recovery of debilitated organisms in a pronounced catabolic
state because of great stimulation to protein synthesis, which justifies its
possible use as food supplement for of sports men. Today, the whey proteins
have become widely used by athletes due to their various properties.
Regarding the effect of the degree of hydrolysis, it is not yet known what
influence this factor can have on the beneficial effects to the exercising rat.
The present work had the objective of verifying the ca pacity of recovery of rats
submitted to exhausting physical exercise when fed with bovine milk whey
hydrolysate a medium degree of hydrolysis. In this experiment, 60 male Wistar
rats were used. The diet was formulated in accordance with the norms of the
modified AIN-93G. The assay was planned aiming to compare the physical
performance of some biochemical parameters of groups of Wistar rats. With
about 100g, the animals were fed with the experimental diet during 9 weeks
and submitted to continuous training in the treadmill. The sedentary group was
considered the control one. After a period of training the animals were
submitted to exhaustion and the recovery capacity was evaluated. Weight
gain, time of exhaustion, lactate and hepatic (GH), muscular (GM), and
myocardium (GC) Glycogen were monitored. Other standard parameters were
also determined glucose, insulin, fatty acids, triglycerides and cholesterol
levels in blood. It was observed that the sedentary rats reached the exhaustion
point long before the trained animals (42 + 14 versus 79 + 16 min.
respectively). In relation to the glucose levels, there were no significant
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differences among the different groups. The lactate levels in blood presented
significant differences in the groups submitted to the exhausting physical
activity (p<0,05), as compared to the groups not submitted to exhaustion (SM
and TM). In the case of the GH, it was observed that the SM and TM groups
presented significant differences with the other groups and the recovery of the
glycogen was not complete. A similar behavior was cbserved for the GM except
that the recovery was complete. The SEM and TEM groups presented
significant differences in comparison with the other groups in the case of the
GC. The serum glucose, insulin and cholesterol parameters presented no
significant differences in any of the groups. For the fatty acids, it was observed
that the SEM and the TER/24 groups had the highest and Ilowest
concentrations, respectively. These groups were statically different from the
rest of the groups. Finally, for the TGL levels, it was observed that the
recovery of this parameter was gradual and not complete.

Keywords: Whey protein, hydrolysate, recovery, rats.
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1. INTRODUCAO

O hidrolisado protéico do soro do leite vem sendo utilizado em grande
escala na producdo de alimentos para esportistas, visto gue ele possui
absorgdo mais rapida do que a proteina na forma intacta. A pesar disso, ndo
existe ainda embasamento cientifico suficiente quanto a sua correta utilizagdo
nutricional ou seus efeitos fisiolégicos, especialmente se é administrada de
forma cronica ou sub-crénica. O efeito do exercicio nos requerimentos
alimentares em proteina tem sido um tépico controvertido durante muitos
anos. Uma quantidade considerdvel de evidéncias experimentais indica gue o
exercicio regular incrementa as necessidades de proteina (LEMON, 1991).

C consumo de hidrolisado de soro de leite tem sido associado & melhor
capacidade de preservar o glicogénio muscular, glicose e albumina sérica, para
animais (ratos) em atividade fisica (TASSI, 1996).

Estudos mostraram que para uso dietético os hidrolisados de proteinas
podem ser ricos em peptideos de baixo peso molecular, especialmente em di -
e tripeptideos com © menos possivel de aminodcidos livres e assim o
hidrolisado obtém um alto valor nutricional e terap@utico, por outra parte, se
presume que peptideos de alto peso molecular (mais de 20 residuos de
aminoacidos) estdo associados com a funcionalidade melhorada do hidrolisado
(SILVESTRE, 1997).

O exercicio intenso proporciona um aumento na sintese de proteina
muscular, bem como a degradagfio desta mesma proteina no pds exercicio.
Recentes estudos tém demonstrado que a suplementacdo de proteinas
acarreta em uma methora do balanco entre sintese e degradacfo de proteinas
musculares pds exercicio (TIPTON et al., 1999).

Ramos (2001) trabalhou com as proteinas do soro de leite com alto grau
de hidrélise e atividade fisica por um curto periodo. Os resultados obtidos n3o
apresentaram diferengas significativas que pudessem relacionar o beneficic da
dieta subministrada em beneficio da atividade fisica realizada. O autor sugeriu
a necessidade da realizacdo de pesquisas com periodos mais prolongados de
tempo e grau de hidrdlise médio.

96



Introducio

Segundo os resultados obtidos no ensaioc do capitulo 1, onde foi
observado que a dieta com proteina hidrolisada foi mais eficaz em promover
um melhor desempenho fisico nos animais submetidos ao treinamento, tanto
na resisténcia @ exaustdo, como pelas alteracBes metabdlicas desejaveis. Por
tanto foi planejado um segundo ensaio utilizando somente a proteina que
proporcionou os melhores resuitados.

O presente experimento foi programado para verificar a capacidade do
hidrolisado de soro de leite de grau de hidrdlise médio, na recuperacio dos
parametros bioquimicos estudados de ratos submetidos a exercicio fisico numa
esteira, tendo como grupo controle os ratos sedentdrios. A recuperacdo foi
avaliada ap0s 24 e 48 horas em resposta & dieta experimental utilizada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Verificar a eficiéncia metabdlica do hidrolisado de soro de leite de grau
de hidrélise médio (7,8%), na capacidade de recuperacio de ratos submetidos

ao exercicio fisico exaustivo.

2.2. Objetivos Especificos:

» Determinar e comparar os parametros bioguimicos tipicos do
exercicio produzidos pelo consumo do hidrolisado de soro de leite

para avaliar a recuperacdo de ratos submetidos a trés niveis de

atividade:

Parametros em tecidos duros

»
o

e
0“

Glicogénio hepatico

Glicogénio muscular

Parametros séricos

-
o

L)
L

» Acompanhar

Lactato
Glicose
Insulina
Acidos graxos
Triacilglicerdis

Colesterol

0 processc da

Gastrocnémio

Coracao

recuperagaoc dos

diferentes

parametros bioquimicos ao fongo das primeiras 24 e 48 horas

apos a atividade exaustiva.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DIETAS EXPERIMENTAIS

No segundo experimento a dieta oferecida foi elaborada de acordo com a
formulacdo preconizada pelo American Institute of Nutrition (Reeves et al.,
1993) para dieta AIN-93 G com modificagdo no contetdo de proteina bruta
para 12% (Pellet, 1980). A fonte de proteina utilizada neste ensaio foi
hidrolisado de soro de leite bovino (ALATAL™ 817), da NZMP™, fornecedor
global de ingredientes lacteos {(Wellington, N.Z.), com um grau de hidrdlise
médio (7,8%).

3.2. COMPOSICAO DAS DIETAS

Os componentes da dieta experimental, da mistura mineral e da mistura
vitaminica utilizados neste ensaio sdo exatamente iguais as utilizadas no
ensaio do capitulo 2 (p. 52, 53 e 54). A dieta foi elaborada para fornecer uma
concentracdo de proteina de 12%, os animais foram alimentados com a dieta a
partir do inicio da segunda semana de ensaio, € mantida até o final, sendo
num total de 10 semanas.

Foi determinada a composicdo centesimal da dieta, apds analises
laboratoriais, as andlises foram feitas em triplicata, conforme descrito na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo centesimal da dieta experimental, utilizando como fonte
de proteina o hidrolisado de soro de leite (GH 7,8%).

Componentes %
Proteina 11,76
Lipideo 7,06
Carboidrato 68,84
Unidade 8,03
Cinzas 4,31
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A proteina bruta e o nitrogénio foram determinados pelo método de
Kjeldahi, descrito pela AOAC (1990). Lipideos totais foram determinados pelo
método de Bligh e Dyer (1959). Sélidos totais, unidade e cinzas pelos métodos
descritos pela AOAC (1990). Os carboidratos foram determinados através de
calculos matematicos, a partir das determinacdes de umidade, cinzas, proteina
bruta e lipideos.

3.3. ENSAIO BIOLOGICO

Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar SPF, recém-
desmamados (28 dias, 78,5 +16) procedentes do Centro de Bioterismo
(CEMIB, UNICAMP). Os animais foram manipulados segundo o “Guiding
Principles for the Use and Care of animals”. Foram mantidos na temperatura
de 22 + 2° C e umidade de 50-60%, com o ciclo de luz invertida de 12 horas,
em gaiolas individuais para seu crescimento.

Os animais foram alimentados com dieta comercial (Nuvital para
roedores, Curitiba, Brasil) e dgua a vontade, até atingir um peso de
aproximadamente 100g. Até este periodo os animais permaneceram no
biotério do Departamento de Planejamento Alimentar e Nutricdo
(DEPAN/FEA/UNICAMP). No final deste periodo, os ratos foram transferidos
para o biotério do laboratério de bioquimica do exercicio Instituto de Biologia
da UNICAMP, onde os ratos foram separados (5 por gaiola), para ©o
treinamento e testes de atividade fisica numa esteira, os ratos foram pesados
e submetidos a 9 semanas de ensaio, sendo a primeira semana de adaptacdo a
dieta experimental AIN-93G modificada com aqua a vontade.

O tempo total do ensaio biologico foi de 10 semanas, o0 experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de
Biologia de UNICAMP com o protocolo para uso de animais # 247-1.
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3.4. CONTROLE DA EVOLUCAO PONDERAL.

Os animais foram pesados, numerados e separados em seis grupos, no
momento que eles foram recebidos, ap6és este momento, os ratos foram
pesados a cada sete dias em uma balanga eletrfnica durante o periodo de
treinamento e inclusive o dia de sacrificio.

Neste ensaio ndo foi acompanhada a ingestdo alimentar dos animais, jé
que eles s6 permaneceram por uma semana em gaiolas individuais. Pelo fato
de utilizar a mesma dieta com o hidrolisado do soro de leite, que o primeiro
experimento, ndo foi feito o balango nitrogenado, o qual ja foi determinado no
ensaio do capitulo 2.

3.5. DIVISAO DOS ANIMAIS

Os ratos foram divididos em seis grupos com 10 animais por grupo,
quatro dos seis grupos foram submetidos a treinamento fisico, dos quais trés
foram levados até exaustdo. Dos grupos sem atividade fisica um de eles foi
levado até exaustdo, esta divisdo pode ser observada no Fluxograma 1.
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10 ratos exaustdo e
morto SEM

20 ratos
sedentarios

10 ratos sem exaustdo
e morto SM

60 animais 10 ratos sem exaustos
e mortos TM
™
10 ratos exaustos e
mortos. TEM
40 ratos /
treinados ™
10 ratos exaustos e
mortos 24h TER/24

10 ratos exaustos e

mortos 48h TER/48
’y
SM =Sedentario e morto TEM = Treinado exausto e morto
SEM =Sedentério exausto e mortoc  TER/24 = Treinado exausto e morto apds 24 horas
T™ = Treinado e morto TER/48 = Treinado exausto e morto apos 48 horas

Fluxograma 1 Divisdo dos ratos em treinados (4 grupos) e sedentdrios (2 grupos) e
alimentados com hidrolisado de soro de leite e submetidos a exercicio fisico.

3.6. PROTOCOLO DE TREINAMENTO

De inicio foram selecionados os animais, em sedentdrios e treinados,
eles foram submetidos a um teste de aptiddo fisica, por 5 minutos a uma
velocidade de 10m/min. Para assim separar 0s animais que correm
voluntariamente dos que ndo, obtendo os grupos desejados. Os animais foram
separados em seis grupos, como foi mencionado anteriormente (fluxograma
1). Destes 6 grupos 4 foram submetidos a um treinamento fisico, com o
objetivo de avaliar o desempenho do animal em resposta 3 dieta oferecida, os
2 grupos restantes (sedentarios) foram utilizados como controle.
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Os animais escolhidos para realizar a atividade fisica passaram por um
periodo adaptacdo ao treinamento fisico de 8 dias. Apds esta fase, os ratos
iniciaram © periodo de treinamento durante 8 semanas segundo a
recomendacdo de Zoppi {1999), este protocolo é mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Protocolo de treinamento, aplicado durante 9 semanas nos
diferentes grupos de ratos submetidos a exercicio fisico (SEM,TEM,TER/24 e
TER/48).

Semana N° de dias Tempo Velocidades
(min) {m/min)
e N £ T X
1 2% 10*%xx 10*x*%
10 %% 5% ¥
1 5* 30*** 10***
2 7 40 10
3 2 40 15
4 7 40 20
5 2 50 22,5
6 7 50 25
7 v, 60 25
8 7 60 25
9 7 60 25

*periodo de adaptacdo ao treinamento fisico.
**Tampo € velocidade inicial.
***Tempo e velocidade finai

Apos as 9 semanas de exercicio fisico, os grupos SEM,TEM,TER/24 e
TER/48 foram submetidos ao exercicio exaustivo, correndo no inicio a uma
velocidade de 25m/min, até atingir 32,5m/min. Foi considerado a exaustdo
como 0 momento em que o animal ndo conseguia sair do choque elétrico
localizado na base da esteira, o ftempo da exaustdo de cada animal foi
devidamente registrado.

Os grupos SEM e TEM foram sacrificados imediatamente apds a
exaustdo, enquanto os grupos TER/24 e TER/48 foram sacrificados 24 e 48
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horas apés a exaustdo respectivamente, isto para avaliar o processo de
recuperacao.

O treinamento fisico foi feito durante todas as manhds de segunda a
sexta feira entre 8:30 e 13:30 horas. Alguns animais apresentaram
dificuldades em se adaptar ao exercicio fisico, esses animais foram
devidamente monitorados, até que retomassem o ritmo adequado de
treinamento, evitado-se que ficassem no choque constante.

3.7. TESTE DE EXAUSTAO

Os grupos TM e SM ndo foram submetidos a este teste. Para ter um
melhor acompanhamento do teste, grupos de 5 animais de aproximadamente
320 g foram removidos de suas gaiolas aleatoriamente, isto para facilitar o
controle do ponto de exaustdo de cada animal, cabe aclarar que a esteira
utilizada tem capacidade para 12 animais mas na hora de submeter aos
animais a exaustdo somente foram usados 5 por vez.

Nos grupos SEM, TEM, TER/24 e TER/48 o lactato foi medido logo em
seguida da atividade fisica exaustiva, com a diferenca de que os dois primeiros
(SEM e TEM) grupos foram sacrificados ap6s esta medicdo, os outros dois
(TER/24 e TER/48) grupos foram sacrificados apds 24 e 48 horas
respectivamente. Para 0s grupos que ndo foram levados até exaustdio (TM e
SM) o lactato foi medidc momentos antes do sacrificio do animal.

Em todos os casos apds o sacrificio foi feita a colheita do sangue,
retirada dos diferentes tecidos, para uma futura determinacio dos pardmetros
a ser estudados.
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3.8. METODOS E PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.8.1. Dosagem da concentracio de lactato sanguineo

» Lactimetro. Accusport (Béehringer Mannhein GmbH Biochemica,
Alemanha) (Fell et a/., 1998).

» Fita para medicdo de lactato BM-Lactate (Roche Diagnostics,
GmbH Mannheim, Germany)

» Tubos capilares.

» Sangue caudal de cada animal.

Para realizar a medi¢do do lactato sangiiineo foi cortado a ponta da cauda
do animal, 0 sangue foi imediatamente coletado no tubo capilar e depositado
sobre a fita, a qual se introduz no lactimetro, onde foi realizada a leitura da
concentracao de lactato. Esta medigdo no caso dos animais sedentarios e
treinados sem exaustdo foram feitos um pouco antes de seu sacrificio e no
caso dos ratos submetidos ao treinamento exaustivo foi feita logo apés da
Gitima sessdo de treinamento, objetivando-se a comparagdo entre a obtencdo
do lactato em repouso e logo apoés exaustdo.

3.8.2. Coleta do sangue

A coleta do sangue foi feita por pungdo cardiaca, imediatamente depois
que o animal ficou anestesiado por inalagdo com hidrato de cloral {(10%), o
sangue coletado foi colocado em tubos sem anticoagulante e refrigerados em
gelo. A seguir foram centrifugados a 3000rpm (765 G) por 10-20min, em uma
centrifuga laborzentrifugen 2k15 refrigerada (Sigma) a temperatura de 5°C, o
plasma obtido foi imediatamente congelado em N; liquido a -195°C. Vale
aclarar que o tempo para que o sangue fosse centrifugado foi inferior a 1 hora
do momento da coleta.
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3.8.3. Coleta dos orgaos

Foram coletados os seguintes 6rg&os:

Figado

Coracao

Masculo Gastrocnémio

Apbs a coleta do sangue, se procedeu & extracio dos diferentes drgéos,

uma vez extraidos, eles foram imediatamente colocados em nitrogénio liquido
para seu congelamento e logo foram envolvidos em papel aluminio e
armazenados em de nitrogénio para sua andlise posterior.

3.8.4. Determinagdo de glicogénio

Foi determinado o glicogénio dos diferentes érgdos:
» FIGADO
» MUSCULO a) Gastrocnémio
b) Cardiaco

A determinacdo de glicogénio destes érgdos foi realizada com base no
método empregado por Lo et al. (1970), sendo, porém substituido o uso do
glicogénio por glicose, na solugdo glicogénio padrio (ANEX02).

Para a determinacdo do glicogénio hepético foi padronizado o corte do
Iébulo (I6bulo inferior) em todas as amostras e a mesma quantidade para
minimizar os erros, a quantidade da amostra foi aproximadamente 25mg, as
amostras foram pesadas numa balanga de tor¢8o de precisdo “Roller-Smith” e
transferidas com pinga tipo férceps para um tubo com 0,5 mi. de KOH a 30%,
saturado com Na;SO;. Os tecidos foram imersos na solucdo e mantidos em
banho de gelo até que todos os tubos fossem preenchidos.

Na determinacdo do glicogénio muscular e glicogénio do miocérdio se
procedeu da mesma forma que para o glicogénio hepético, a Unica diferenca
sendo a quantidade de amostra. Para o tecido muscular foram separados
aproximadamente 30mg e para 0 miocérdio aproximadamente 35mg.
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3.8.5. Determinacao da glicose sérica

A determinagdo de glicose foi feita utilizando o kit do Laborlab S/A
produtos para laboratdrio (Guarulhos, SP), Glicose Stable, pelo método
enzimatico. A leitura foi feita em espectrofotémetro no comprimento de
onda 500nm (HENRY, 1974). O procedimento de esta determinacio esta no
ANEXO 3.

3.8.6. Determinacgdo de insulina

A determinacdo da insulina foi realizada pela técnica de
radioimunoensaio (RIE), feita por o pessoal do Departamento de Fisiologia da
Faculdade da Biologia da UNICAMP. O procedimento e os reativos utilizados
estdo no ANEXO 4.

3.8.7. Determinacdo de acidos graxos

Foi utilizado um kit comercial fornecido pela Wako Chemicals, Gmhb
(Neuss, Alemanha). O método consiste na determinacio colorimétrica de
acidos graxos ndo esterificados no soro. Adicionando-se Acyl-CoA sintetase,
ocorre uma acilacao da coenzima A (C6a) e os acidos graxos livres formando
Acii-CoA. O Acil-CoA produzido entdo é oxidado na presenca da Acil-CoA
oxidase para produzir peréxido de hidrogénio no qual na presenca de
peroxidase permite a condensacdo oxidativa de 3-metil-Netil-N-(B-hidroxietil)-
alanina com 4-aminoantipirina desenvolvendo uma colorag8o rosa que pode
ser mensurada colorimetricamente a 550nm (DUNCOMBE, 1964; ELPHICK,
1968; DOLE; MEINERTZ, 1960).

3.8.8. Determinacdo dos triacilgliceréis

A determinacdo foi feita médiante a utilizacdo de um kit do Laborlab
S/A, produtos para laboratdrio (Guarulhos, SP), Kit-TRIGLICERIDEOS GPO-
PAP método colorimétrico enzimatico liquid stable (Jacobs et al., 1960). A
leitura foi feita em espectrofotémetro em 505nm de comprimento de onda.
O procedimento de esta determinag3o esta no ANEXO 5.
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3.8.9. Determinacéao do colesterol

A determinacdo foi feita utilizando um Sera determinado utilizando por
um kit do Laborlab S/A, produtos para laboratério (Guarulhos, SP) Kit-
COLESTEROL meétodo enzimatico, colesterol oxidase, colorimétrico e ponto final
(Abell et a/., 1952). A leitura foi feita em espectrofotémetro em 505nm de
comprimento de onda. O procedimento de esta determinacdo esta no ANEXQ
6.

3.9. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica usando o programa
STATISTICA® para ambiente Windows®, através da analise de varidncia
(ANOVA) e andlise das diferencas entre médias segundo o teste de Tuckey,
considerando p<0,05 como critério de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Evolucao Ponderal

Na Figura 1 podemos observar que ndo houve diferengas significativas
(p>0,05) entre as curvas de crescimento dos diferentes grupos, também
podemos dizer que a evolugdo ponderal foi graduaimente progressiva durante
todo o ensaio experimental.
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SM =Sedentario e morto TEM = Treinado exausto e morto
SEM =Sedentario exausto e morto TER/24 = Treinado exausto e morto apds 24 horas
™ = Treinado e morto TER/48 = Treinado exausto e mortc apés 48 horas

Figura 1. Evolugdo ponderal de ratos Wistar alimentados com hidrolisado de soro do
leite bovino durante 10 semanas.

Tempo de Exaustdo

Foram levados ao treinamento exaustivo 0s grupos de animais
previamente programados (SEM, TEM, TER/24 ¢ TER/48), este treinamento
foi feito com a finalidade de comparar o tempo médio necessario para atingir a
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exaustdo. Os grupos SM e TM foram  utilizados para obter os pardmetros
basais, j&@ que eles ndo passaram por o treinamento exaustivo. O objetivo de
levar ao um treinamento exaustivo ac grupo SEM foi para avaliar o efeito do
treinamento fisico em animais treinados e ndo treinados.

Foi considerado como a exaustdc como © momento que o animal ndo
conseguia sair do choque constante localizado na base da esteira, este tempo
foi devidamente registrado e como era de se esperar foi diferente para cada
grupo. A origem especifica da fadiga muscular que ocorreu apds exercicio
exaustivo ndo € conhecida. Entretanto, sabe-se que o exercicio fisico por
tempo protongado, em alta intensidade, como no caso do treinamento em
esteira, provoca danos oxidativos (Diniz, 2000) podendo esta ser uma das
explicagles.

A atividade fisica promove alteracBes metabdlicas adaptativas ao
exercicio, proporcionando uma utilizacdo mais eficiente dos nutrientes e
melhor desempenho no treinamento exaustivo, quando comparadc com o
grupo sem treinamento, Estes dados sdo mostrados na Figura 2.
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SEM =Sedentdrio exausto e morto TER/24 = Treinado exausto e morto apos 24 horas

TM = Treinado e morto TER/48 = Treinado exausto e morto apds 48 horas
Figura 2. Tempo médio de exaustdo de ratos (10 por cada grupo) alimentados com

sorg de leite bovino e submetidos a exercicio fisico.
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Como podemos observar no Figura 2 os grupos treinados (TEM,
TER/24 ¢ TER/48) chegaram a exaustdo quase no dobro de tempo (79+16
minutos) que os animais que nunca foram exercitados (4214 minutos). Os
tempos meédios de exaustdo deste ensaio foram consideravelmente inferiores
aos encontrados no experimento do capitulo 2, o que parece dificultar a
interpretacdo dos resultados da recuperagdo. Entretanto foi observado que o
tempo médio de exaustdo do animal mais velho (neste ensaio os ratos
estavam com 18 semanas (+327g))é menor do que o do animal jovem (ensaio
do capitulo 2 os ratos se encontravam com 11 semanas (+239g)). No
experimento de Tassi et a/. {1998) os animais utilizados eram da mesma idade
dos usados no experimento do capitulo 2 deste trabalho, sendo que a média
dos tempos de exaustdo foram equivalentes (15248 contra 156+18 minutos
respectivamente).

Para animais de 22 semanas Olivira et a/.(2003) relataram tempo médio
de exaustdo de 39+6 minutos para uma dieta controle de manutencéo.

Determinacoes teciduais

Foi determinada a concentracdo de glicogénio hepético, muscular
(gastrocnémio) e do miocardio, a partir de amostras de tecidos de animais
submetidos a exercicio fisicos e sedentdrios, alimentados com hidrolisado de
soro de leite, com a finalidade de avaliar o efeito da dieta de grau de hidrélise
médioc na capacidade recuperacdo de animais fisicamente exauridos. Os
valores médios (10 animais por grupo) das concentracSes de glicogénio
hepatico, muscular e do miocardio sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3. ConcentragBes médias e desvios-padrdo de glicogénio hepatico,
muscular e do miocardio em ratos alimentados com HSL e submetidos a
exercicio fisico.

Sedentarios Treinados
P@ustos com recuperacao
Determinagdes  Morto Bausto Morto Bausto 24 horas 48 horas

mg/100rmy M SEM ™ TEM TER/24 TER/48
Glicogénio
hepatico  1,91°+0,28 0,26™+0,13 1,92°40,34 0,51™40,19 0,6840,29  1,39%+0,33
Glicogénio
musclar  0,21°°40,05 0,13°4+0,04 0,21%+0,05 0,14°4+0,04 0, 17"°d:0,03 0,23°+0,05
Gicogénio
miccardio  0,04°+0,01  0,18°20,03 0,05°+0,01 0,18°+0,05 0,05°0,01  0,06°+0.02

SM =Sedentdrio e morto TEM = Treinado exausto e morto

SEM =Sedentario exausto e morto  TER/24 = Treinado exausto e morto apos 24 horas

TM = Treinado e morto TER/48 =Treinado exausto e morto apés 48 horas

*Os grupos com as mesmas letras ndo apresentam diferencas
significativas entre si; avaliadas pelo teste de Tuckey (p<0,05). As médias
apresentadas sdo de 10 ratos por grupo. Esta observacdo é valida para todos
os resultados.

Glicogénio hepatico (GH)

Primeiramente foi observado que 0s grupos que ndo foram levados até
exaustédo (SM e TM) apresentaram a maior concentracdo de glicogénio
hepatico (GH) de todos os grupos, do mesmo modo é possivel que SMe T™M
ndo apresentaram diferengas significativas entre eles, independentemente da
atividade fisica. Neste caso podemos dizer que o exercicio ndo influenciou a
concentracdo de glicogénio, mais esses grupos apresentaram diferengas
significativas consideravelmente com os outros grupos.

Também como era esperado, foi observada uma notivel diferenga entre
0s grupos SM e SEM, mostrando que os animais levados até exaustio
apresentaram a menor concentrago de GH de todo os grupos, chegando
quase a deplegdo total. Talvez isto seja devido ao fato que o grupo SEM nao
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teve nenhum tipo de atividade fisica antes da exaustdo, o que pode significar
gue o grupo SEM esgotou inclusive sua reserva de GH devido ao grande
esforco que este grupo realizou de uma so vez.

Um comportamento muito similar foi observado entre 0s grupos TM e
TEM, uma vez que ao comparar com os grupos SEM e TEM foram observadas
distinges, numeéricas embora as diferengas nao tenham sido estatisticamente
significativas. Este fendmeno era esperado, pois & bem sabido que o GH &
esgotado quando se realiza uma atividade fisica extrema.

Uma observagdo interessante que merece destaque refere-se a
recuperacdo do GH nos grupos TER/24 e TER/48 com respeito ao grupo
TEM, onde observou-se que a recuperacdo foi paulatina e que ao cabo das
48horas o GH alcangou o nivel de normalidade (Figura 3).

a
b
i Glicogénio
C hepatico
d
™ TEM TER/24 TER/48
Grupos

SM =Sedentario e morto TEM = Treinado exausto e morto
SEM =Sedentdric exausto e morto  TER/24 = Treinado exausto e morto apés 24 horas
TM = Treinado € morto TER/48 = Treinado exausto e morto apds 48 horas

Figura 3. Efeito do hidrolisado de soro lactico bovino no glicogénio Hepético de ratos
submetidos a exercicio fisico.
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Glicogénio muscular (GM)

Verifica-se na Tabela 3 e a Figura 4 que o glicogénio muscular (GM)
teve de forma geral um comportamento muito parecido ao glicogénio hepético,
mostrando que os grupos SM e TM ndo apresentaram diferengas significativas
entre eles, independentemente da atividade fisica realizada. Também foi
observado que esses grupos apresentaram quase o mesmo valor de
concentragdo de glicogénio muscular que o grupo TER/48, 0 que nos leva a
suposicdo de que o glicogénio muscular poderia ter sido restaurado quase
completamente ao cabo das 48 horas.

Do mesmo modo podemos dizer que os grupos SEM e TEM ndo
apresentam diferencas significativas entre si, além de apresentar as menores
concentragbes de GM. Tal situacdo era esperada pelo fato de terem sido
submetidos a atividade exaustiva. Sabe-se que tanto os estoques de glicogénio
muscular como o hepatico tendem a diminuir logo apds o exercicio fisico
estremo e que sdo necessarias normalmente 48 horas para que a reserva volte
a normalidade (Mazepa et al., 2000). Chama a ateng¢do o fato de ndo existirem
diferencas estatisticamente significativas entre estes dois grupos, tendo em
vista que um recebeu treinamento e 0 outro ndo. Isto permite concluir mais
uma vez que o treinamento ndo influenciou a taxa de deplegio do GM, sendo
apenas a exaustao o fator determinante.

Comparando-se os resultados obtidos para os grupos SM com SEM e TM
com TEM, é possivel observar gue entre cada par existe uma diferenca
significativa consideravel, a qual era esperada.

A deplegao de glicogénio depende da intensidade e duracdo do exercicio
imposto. Azavedo (1994) estudo os  pardmetros bioquimicos em ratos em
atividade fisica, tendo como controle animais sedentdrios. Seu estudo indicou
que o treinamento fisico possui a capacidade de promover alteracbes
metabolicas, levando a economia desse substrato energético. Por outra parte é
importante realgar que a recuperacdo completa de glicogénio foi obtida apos
48 horas da exaustdo, a recuperagdo é feita gradualimente como se pode
observar na Figura 4.
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T™ = Treinado € morto TER/48 =Treinado exausto e morto apés 48 horas

Figura 4. Médias e desvio-padrdo da concentracdo de glicogénio muscular
{gastrocnémio) de ratos {10 por grupo) alimentados com hidrolisado de soro do leite e
submetidos a exercicio fisico.

Glicogénio do miocardio

Na Tabela 3 e Figura 5 podem ser observadas as concentragdes do
glicogénio do miocdrdio de todos os grupos alimentados com o proteolisado.
Foi registrada uma concentrac8o substancialmente maior de glicogénio no
miocardio do animal logo ap6s o final da exaustdo (SEM e TEM), a qual parece
retornar ao nivel normal antes de transcorridas as primeiras 24h. Isto significa
que, para a mesma dieta, o treinamento ndo teve influéncia no nivel final de
glicogénio. Pelo fato de ndo possuirmos grupos controle consumindo dieta com
o Isolado, ndo é possivel se afirmar exatamente se o hidrolisado seria
responsavel pelo aparente aumento de concentragdo registrado com o
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exercicio exaustivo. Entretanto, fazendo uma comparac8o com o Experimento
1, pode se observar que o consumo do hidrolisado deve ter sido o responsavel
direto por tal aumento. Na Figura 6 do Capitulo II, tendo sido os animais
exauridos (HE e IE) sacrificados 48h apls a exaustdo, observa-se que ndo
houve diferenga significativa entre as dietas, embora o treinamento tenha
deixado uma diferenga com relagdo aos animais sedentarios.

O significado do aumento no estoque de glicogénio ndo é claro neste
momento. Entretanto, ao menos duas possibilidades podem ser consideradas
para o aumento do estoque. Uma possibilidade surge ao admitir que o
metabolismo muscular, tanto esquelético como cardiaco, possa facilitar a
geracdo de energia sem o apoio da glicogendlise. Nesse caso, pode ter ocorrido
uma poupanca no dispéndio de glicogénio e um aumento no estoque. A
segunda possibilidade teria a ver com o eventual aumento de atividade da
glicogénio sintase.

Em apoio da primeira hipdtese, Depre e Hue (1997), num estudo de
inibicdo da glicogendlise no miocardio do rato por um andlogo da glicose,
sugerem que a degradacdo excessiva de glicogénio no coragio iria aumentar a
taxa de lactato e prétons, podendo retardar a recuperacdo isquémica, ou seja
aumentando o risco de dano ao tecido. Esses autores relatam que a fungdo do
estoque de glicogénio ndo estd completamente esclarecida, pois outra corrente
de pesquisadores ainda defende uma fungdo protetora do glicogénio. De toda
forma, os elevados estoques de glicogénio ‘gerados pela dieta com o
proteclisdo durante 0 exercicio exaustivo .forarn reduzidos os niveis
considerados normais.

Ja para a segunda hipStese, ndo foram encontradas quaisquer
referéncias na literatura.

E interessante realgar o fato que existe uma diferenca significativa
marcante entre os pares de grupos SM x SEM e TM x TEM onde 0s grupos
exauridos (SEM e TEM) apresentéram a maior concentragdo de GC, quase 4
vezes mais do que 0s ndo exauridos {SM e TM).‘Outra observagdo que pode se
feita é a de que os grupos TM, TER/24 e TER/48 méstraram médias
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semelhantes, sugerindo que a restauragdo dos niveis normais ocorre dentro o
periodo inicial de recuperacdo ou seja, antes das primeiras 24h.

Glicogénio
do miocardio

Glicogénio em mg/100mg
de tecido
(=]
Tt
(953

TER/24 TER/48

Grupos
SM =Sedentdrio e morto TEM = Treinado exausto e morto
SEM =Sedentaric exausto e morte  TER/24 = Treinado exausto € morto apds 24 horas
TM = Treinado e morto TER/48 =Treinado exausto e morto apés 48 horas

Figura 5. Concentracfes médias e desvio-padrdo do glicogénio do miocérdio nos
diferentes grupos de ratos alimentados com hidrolisado de soro de leite e submetidos a

exercicio fisico.

Determinacgdes plasmaticas

A Tabela 4 mostra as médias e Desvio padrdo das concentragles finais
de lactato, glicose, insulina, &cidos graxos, triglicerideos e colesterol
determinados no plasma sangliineo de ratos alimentados com hidrolisado de
soro de leite e submetidos a exercicio fisico.

117



Resultados e Discussdo

Tabela 4. Parametros plasmaticos determinados no plasma sangiineo
(lactato, glicose, insulina, ac. graxos, triglicerideos e colesterol) dos diferentes
gruposde ratos (10 por grupo) submetidos ao exercicio fisico e alimentados

com e HSL.
TRATAMENTO FISICO
é@a Sedentarios Treinados
%) Exaustos com recuperacio
K Morto Exausto Morto Exausto 24 horas 48 horas
SM SEM ™ TEM TER/24 TER/48
Lactato
(nmol/L) 1,99°+0,44  6,18°+055 2,570,335  568%°:028  5,84°+0,68 5,957£0,33
Glicose

mg/100mL  117,83°+17,68 118,05°#15,70 107,30°+17,26 118,52°+17,68 104,93°%15,71 116,62°+£13,27
Insulina

ng/mL 3,65°%0,84 3,12°+0,64 3,50°+0,87  4,00%%1,19 4,22°20 69 3,83°+0,81
Ac. Graxos
(mmol/L)  0,76°#0,15  0,96°%0,18  0,65°%0,15  0,57%°#0,10  0,43°%0,09 0,63°£0,19
TGL

(mg/dL)  103,59°+11,89 100,607+11,42 102,7°#13,09 64,63°+735 78,72 +11,44 84,49°+9.90
Colesterol
{mg/dL) 3097°47,61  33,92°+7,97  3608°+842  36,80°+934  30,76°4£7.84  34,76°+849

S$M =Sedentdario e morto TEM = Treinado exausto e morto
SEM =Sedentario exausto e morto TER/24 = Treinado exausto e morto apds 24 horas
T™ = Treinado e morto TER/48 =Treinado exausto e morto ap6s 48 horas

*0s grupos com mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas entre
si; avaliadas pelo teste de Tuckey (p<0,05). As médias apresentadas sdo de
10 ratos por grupo. Esta observagdo € valida para todos os resultados.

Lactato

Na Tabela 4 podemos observar que as concentragBes de lactato, dos
grupos que foram levados até exaustio (SEM, TEM, TER/24 e TER/48)
apresentaram valores superiores, que aos que ndo foram submetidos ao este
teste (SM, TM) conforme esperado, medic&o foi feita logo apds do treinamento
exaustivo.

Os grupos que tiveram uma atividade exaustiva nd36 apresentaram
diferencgas significativas entre eles, pode-se observar que o grupo SEM
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apresentou a maior média de concentragdo de lactato, sendo este grupo
menos capaz de remanejar o lactato sangliineo, em comparacdo com agueles
grupos submetidos a atividade fisica.

Do mesmo modo foi observado gue 0s grupos SM e TM, ndo
apresentaram diferengas significativas entre eles, estas observacgfes podem
ser observadas na Figura 6.

Esta medicdo foi feita com o objetive de indicar a intensidade de
exercicic imposta aos animais, comprovou que a atividade fisica realizada
pelos mesmos foi adequada, e capaz de produzir alteragbes metabdlicas
quando falamos da utilizagdo de substratos energéticos.

Azevedo (1994) e Tassi (1996), assim como no estudo atual, verificou-
se gue os dados de lactato sanguineo eram sempre mais elevados nos ratos
sedentarios, apds o teste exaustivo. Tal fato sugere que o treinamento
prolongado seja capaz de diminuir o acumulo de acido lactico, permitindo que
ratos treinados demorem mais tempo para atingir a exaustdo.
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Figura 6. Concentagbes médias e desvios-padrdo de lactato sanguineo dos diferentes
grupos de ratos (10 por grupo) alimentados com hidrolisado de soro de leite e
submetidos a exercicio fisico.

Glicose sérica

Na Tabela 4 podemos observar que ndo existem diferencas
significativas na concentracdo de glicose entre os diferentes grupos. Também
podemos observar que os grupos SM, SEM, TEM e TER/48 apresentam quase
a mesma concentracdo de glicose, por outro lado o grafico mostra que o grupo
TER/24 teve a menor concentracdo de glicose sanglinea, independente do
tempo transcorrido apés a exaustdo (0, 24 e 48h), com uma p(<0,05).
Podemos observar também que 0s grupos sedentdrios terminaram o teste de
exaustdo com os niveis de glicose quase iguais que o0s animais treinados,
podemos dizer que tanto a dieta experimental (HSL), com a atividade fisica
realizada ndo teve influencia na concentragdo de glicose.

Resultados similares foram encontrados por Ramos (2001) nesse estudo
a dieta tinha um grau de hidrdlise alto, e foi subministrado para ratos em
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atividade fisica, o valor de glicose foram um pouco maiores aos noessos, mas
ele também ndo achou diferencas significativas entre os diferentes grupos.

Acidos graxos

Na Tabela 4 e Figura 7 podemos observar que 0s grupos sedentarios
(SM e SEM) apresentaram as maiores concentracles de acidos graxos entre
todos os grupos, o grupo SEM apresentou a concentragdo mais elevada de
AGL, além de apresentar diferengas significativas com relagdo ao grupo SM e
ao resto dos grupos.

Tambem foi observado que os grupos SM, TM, TEM e TER/48 ndo
apresentam diferencas estatisticas entre eles, embora apresentem valores
diferentes da concentragdo de AGL. Por outro lado foi observado que o grupo
TER/24 apresentou a menor concentracdo de AGL, além de apresentar
diferengas significativas com todos os grupos exceto com o grupo TEM.

Outra observacdo é o fato de que existe uma diminuicdo gradual na
concentracdo de AG nos grupos TM, TER e TER/24 respectivamente, para
logo aumentar essa concentracdo a quase 0 mesmo valor que o grupo T™M,
mostrando que depois de 48 horas da exaustdo, os niveis de acidos graxos sdo
quase recuperados completamente, 0 que quer dizer que a dieta experimental
teve certa influéncia na recuperacao deste parametro.

A presente pesquisa mostrou resultado similar do achado por Tassi
(1996) no sentido de gque os grupos sedentarios apresentaram maiores
concentracdes de AGL que os treinados. Cabe esclarecer que nesse estudo
nem a dieta nem © nivel de atividade fisica influiram significativamente nos
niveis plasmaticos de AGL, ressaltando a diferenca de chegada a exaustdo.

Uma vez que os AGL sdo utilizados como 0s principais combustiveis em
atividades fisicas prolongadas, a concentrago plasmética de AGL aumenta,
diminui a utilizacdo do glicogénio, enguanto gue o declinio de AGL, conduz a
deplecdo do glicogénio, sendo esta uma das principais causas da exaustdo
(Costill et al., 1977). E sabido que o fornecimento de uma fonte lipidica a ratos
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submetidos ao exercigio exaustivo, produz o adiamento do ponto de exaustdo
devido ao deslocamento do metabolismo para o dispéndio seletivo de lipides,
com conseqiente poupanga do glicogénio muscular e hepatico (Hickson et al.,
1977). Talvez seja esta a explicagdo, do porque o grupo TER/24 na Figura 2
(tempo de exaustdo) alcangou a exaustdo em um tempo menor que 0s outros
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SM =Sedentario e morto TEM = Treinado exausto & morto
SEM =Sedentario exausto e morto  TER/24 = Treinado exausto e morto apos 24 horas
T™ = Treinado e morto. TER/A48 =Treinado exausto & morto ap6s 48 horas.

Figura 7. Concentracdes meédias e desvios-padrdo de dcidos graxos medidos no
plasma de ratos alimentados com hidrolisado de soro de leite e submetidos a exercicio
fisico.
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Triacilglicerdis (TGL)

Com respeito a concentragdo de TGL, podemos observar na Tabela 6
que o0s grupos sedentarios (SM e SEM) ndo apresentaram diferencas
significativas entre eles, outra observagdo é o fato de que o grupo TM ndo
apresentou diferengas estatisticas como nos grupos sedentarios, mostrando
nesse casso que a atividade fisica ndo teve influéncia na concentracdo de TGL.
Foi observado que o grupo TEM apresentou a menor concentracdo de TGL,
além de apresentar diferencas significativas com todos 0s grupos exceto com o
grupo TER/24. Também podemos dizer que ndo houve diferengas
significativas entre os grupos TER/24 e TER/48.

Para finalizar podemos observar que houve uma recuperacdc gradativa,
mas nao completa das reservas de TGL, confirmando mais uma vez que a dieta
com o Hidrolisado de soro de leite teve certa influéncia na recuperagdo dos
diferentes parametros analisados em ratos submetidos a exercicic fisico
exaustivo, isto se pode observar na Figura 8.
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TM = Treinado e morto. TER/48 =Treinado exausto e morto apés 48 horas.

Figura 8 Concentracbes médias e desvios padrdo de triaciigliceréis medidos no plasma
de ratos alimentados com hidrolisado de soro de leite e submetidos a exercicio fisico.

Colesterol

A Tabela 4 também apresenta a concentracdo de colestero!l de ratos
alimentados com hidrolisado de soro de leite e submetidos a atividade fisica
exaustiva. Podemos observar que a concentracdo de colesterol ndo apresentou
diferencas significativas em nenhum dos grupos, além de revelar valores
praticamente iguais.

Também podemos observar que os valores dos desvios-padriio sdo
reduzidos, o que nos leva a concluir gue a dispersdo dos dados foi pequena.
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Resultados e Discussio

Dados similares foram encontrados em outros estudos Ramos (2001) ele
utilizou hidrolisado de soro de leite com grau de hidrolise alto, nesse estude a
concentracdo de colesterol ndo apresentou diferencas significativas.
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Conclusbes

5. CONCLUSOES
Nossos resultados nos permitiram concluir que:

1. O uso da proteina hidrolisada mostrou que a atividade fisica
desenvolvida pelos animais foi coerente com a observada no
experimento do capitulo 1 e capaz de produzir alteracBes metabolicas
referentes a utilizacdo de substratos energéticos.

2. As concentracBes de lactato sanguineo, medidas logo apoés o
treinamento exaustivo, mostraram claramente o efeito da atividade
intensa no metabolismo do animal. O lactato dos ratos nso
submetidos a exaustdo foi sempre inferior ao dos animais exaustos.

3. A exaustdo ndo implicou na instalacdo de um estado de glicemia
andémala,

4. A recuperagdo dos estoques de glicogénio hepatico ocorreu
gradativamente, apesar de ndo ter alcancado os niveis originais no
prazo de 48h.,

5. A recuperagdo de glicogénio muscular se efetua também de forma
gradual, contudo alcancando niveis normais no periodo de 48h. O
treinamento ndo influencia significativamente a magnitude do
estoque.

6. O glicogénio do miocardio mostrou um actmulo significativo (~400%)
no final da exaustdo, sendo que 0s niveis originais foram alcangados
j& nas primeiras 24h pds-exaustio.

7. As concentracBes de insulina e colesterol séricos foram considerados
sem alterac8o nos estagios de pré e pds-exaustdo.

8. As concentragBes de triacilglicerdis diminuiram de forma significativa
€ expressiva com a exaustdo, havendo uma posterior recuperagdo,
contudo significado desta varidvel ainda ndo é claro.

9. Durante a recuperagdo dos animais exaustos os niveis de Zcidos
graxos livres ndo sofrem alteracdo.
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7. ANEXOS

ANEXO1
Procedimento utilizado na determinacio do grau de hidrélise da
proteina hidrolisada comercialmente, oferecida pela NZMP™, (Adler-
Niesen, 1979).

Reagentes:

HC! O,1N.

Acido trinitrobenzenosulfonico diidratado p.a. (0,1%) TNBS
Dodecit sulfato de sédio p.a.(1%) SDS

Padréo Luecina (1,500 x 10 M de L-leucina, Merck)
Tampédo fosfato 0,2125M

CondicBes durante a reacdo:

Concentragado do tampdo=0,10M

Concentracdo do TNBS=1,43 x 10*M

pH=8,2

Temperatura=50°C

pH apds adicdo de HCl (0,1N)=3,7-3,9

Reacéo:

> Misturar em tubo de ensaio 0,250mL de amostra contendo entre 0,25 x
107 e 25 x 107 amino equiv/L a 2mL de tamp&o fosfato a pH 8,2.

» Adicionar 2mL de solugdo TNBS 0,10% e agitar. Manter o tubo envolvido
com papel alumino para evitar exposicdo a luz.

» Colocar em banho Maria a 50°C por 60 minutos

> Acrescentar 4mL de HCI 0,1N.

> Resfriar em temperatura ambiente por 30 minutos.
» Leitura a 340nm, utilizando agua como branco.
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ANEXO 2

Procedimento utilizado para a determinacdo de glicogénio dos
diferentes 6rgaos (Lo et al.,1970).

Reagentes:

Solugdo de hidroxido de potassio a 30% (KOH) saturada com sulfato de sddio.
Graos de KOH (300g, 73201 Merck, grau p.a.) dissolvidos em agua destilados
e saturada com sulfato de sédio (Fisher S-421 anidro, certificado ACS)

Alcool etitico 95%

Solug@o de fenol 5%. Cristais de fenol {(250g, Mallincrodt 9928, grua reagente)
dissolvidos em agua destilada até completar 5 iitros.

Acido sulfrico 96-98% (Fisher A-300, grau p.a.)

Solugdo de glicogénio padrédo. P6 de glicogénio (substituido por glicose, 25mg),
dissolvidos em &gua até completar 5mi., para fornecer uma solucio estogue de
5mg/mL. SolugBes de trabatho do padrdo foram preparadas por diluicdo
volumétrica da solugdo estoque.

Procedimento

Em primeiro lugar foram escolhidos 0s tecidos desejados do biofrezeer, onde
estavam armazenados. As amostras escothidas foram colocadas em um isopor
que continha gelo para manuten¢do das mesmas.

1. Pesando-se aproximadamente 35 -~ 50 mg de tecido em um prato de
pesagem, procurando no possivel tirar toda a gordura, tecido conectivo e
sangue que ela possa conter com pingas e tesouras cirurgicas, as amostras
foram pesadas em uma balanga de tor¢do de preciséo (Roller- Smith).

2. A amostra pesada foi colocada em um tubo que continha ¥ mL de KOH
a 30% saturado com NapS04, tendo o cuidado de que o tecido este
completamente imerso na solugdo. Os tubos foram mantidos no gelo até que
todos os tubos pesados preenchidos.
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3. Os tubos foram fechados com tampas e colocados em banho quente
com agua fervente de 30 a 60 min, até a digestdo completa do tecido, obtendo
uma solugdo homogénea.

4. Os tubos foram removidos do banho e resfriados em gelo.

5. Adicionaram-se 0,6 mlL da solugdo de etanol 95% para precipitar o
glicogénio do digerido alcalino.

6. Os tubos com as amostras ficaram nec gelo por 30 minutos, apods de esse
tempo, foram centrifugados a 840X g/20 a 30 min. Logo apds da centrifugacdo
foi aspirado cuidadosamente os sobrenadantes.

7. Os precipitados de glicogénio foram dissolvidos em 3mL de agua
destilada.
8. Uma vez dissolvido o precipitado colocou-se 1mL da solucdo obtida em

um tubo de ensaio de 150x20mm.

9. Foi adicionado 0,5 mL da sociucdo de fenol 5% e rapidamente foi
adicionado pelas paredes do tubo 2,5 mL de acido sulfirico 96-98%, isto para
garantir a mistura, deixando em repouso por uns 10 min.

10. Apds o repouso os tubos foram agitados e colocados em banho maria a
uma temperatura de 25-30°C, antes de realizar as leituras.

11. Também foi preparado um branco como controle, se utilizou imL de
agua destilada em lugar da solugBo de glicogénio.

12. As leituras de absorbancia foram feitas num espectrofotdmetro
Beckman DU-70 a 490nm.

Todos os teste foram feitos em duplicatas.
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ANEXO 3 -
Determinacéao de glicose sérica pelo método cinético-UV (Henrry,

1974).
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ANEXO 4
Determinacao de insulina pela técnica radioimunoensaio (Hebert et al.,
1965)

Solucdes

Stock I

Na;HPOg------ S ENN— T g P
Agua deionizada q.s.p.---=-~=n=== 1000mL
StocklI

VI o JH TN R — 35,89
Agua deionizada q.s.p.--------- 1000mL

“Buffer” ou Stock III

Stock I------ -- —---160mL
StOCK]T-=mmmmm e e e 40mL
Agua deionizada ---800mL

Qbservacdo: Estas solugdes nSo podem ser mantidas na geladeira e ndo sdo
autoclavadas. Por tanto, fazer somente o volume que serd utilizado.

Buffer para o ensaio
Para cada 100mi. de tampdo (solucdo III) adicionar:
> 0,99 de NaCl (Concentragéo final 0,9%).

> 0,5g de albumina (agitar lentamente para que ndo haja formacdo de
espuma. Ajustar o pH para 7,4 com NaOH (0,1N).

Inicio do experimento
1. Preparar o protocolo que serd desenvolvido.
2. Numerar os tubos de ensaio que serfio utilizados:
Preparo da curva padrdo
v 3 totais (T)
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3 NBS (non-specific binding)
3 REF (referéncia)

381

382

383

354

355

S N N N Y N N

356

\

3587

<

3s8

v 389
Preparo das amostras m _analisadas
Deverdo ou nédo ser diluidas de acordo com o protocolo em questdo.
OBSERVACAO
S1,52,cicnvinne .89 irdo apresentar uma concentracdo conhecida.
Totais: 200uL de “buffer com insulina marcada”.

NSB: 100pL de “buffer” + 200uL de “buffer” com insulina marcada + 200uL de
carvao.

REF: 100ul. de “buffer” + 200ul. de “buffer” com (insulina marcada +
anticorpc} +200ul de carvéo.

3. Diluigdo da insulina conhecida
S1 a 58: Colocar 1imL do buffer.

$9: Colocar 2mL de tamp&o + 50ul da insulina conhecida (220ng/mL) obtendo
Sng/mL. no final.

135




A seguir pipetar 1ml de S9 em S8, depois retirar 1ml do S8 e coloca-se em S7
e assim sucessivamente, S6........ S1 (agitar todos os tubos em Vortex-tubos
iniciais).

Pipetar a curva (tubos que serdo utilizados diretamente no experimento)

NSB e REF: Pipetar 100ul do tampdo antes de qualguer outro procedimento.

Totais: ndo colocar nada.

S1-59: Pipetar 100pl da solucdo contendo (insulina em diluicBes conhecidas
tubos S1 a 59 iniciais) em cada tubo respectivo da curva.

4, Insulina marcada

Contar o numero de tubos e muitiplicar por 0,2mL para saber o volume de
buffer necessario para a adigdo da insulina marcada (preparar sempre um
pouco mais de buffer).

Calculo do volume de insulina radicativa necessario:
n° total d tubos x2000
cpm marcada na geladeira onde 2000=cpm desejada para leitura a 1 minuto

OBS: Medir a radiacédo desta solugdo no contador gamma (acrescentando em
um tubo 200uL da mesma e colocando para ler em 1 minuto). O valor ideal
para esta leitura deve ser de 2000 com.

5. Anticorpo anti-insulina: 60mL do “buffer” : 20uL do anticorpo
(colocar no “buffer” junto com a insulina marcada).

OBS; Apds a realizacdo destes itens deve-se incubar as amostras em
geladeira durante 48 horas.

Prepar. Buffer com carvéo ativad
(O preparo deste Buffer deve ser realizado em banho de gelo ou na geladeira).

(Colocar primeiro no buffer o carvéo e o dextran e posteriormente a albumina,
pois esta Gltima forma muita espuma).

Para 100mlL de buffer
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2,5g de carvao

0,25¢g de dextran

0,59 de albumina

Deixar agitando por 30 minutos.

Adicionar em cada tubo 200ul desta solugdo (exceto nos totais), agitar os
tubos no vortex e deixar na geladeira por 30 minutos.

Centrifugar a 2800 rpm, durante 20 minutos, a 4°C.

A leitura dos totais deve dar em torno de 5000 com. Portanto, deve-se ajustar
o tempo de leitura.
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ANEXOC 5

Determinacao de triacilglicerdis pelo método enzimatico (Jacobs et al.,

1960).
DEFINIGAC

O teste @ realizado no soro sanglineo para determinar o nivel de lipidens, ou
gorduras simpies no sangue,

FISIOPATOLOGIA )
Acredita-se que os iglicerideos e o colesterol estdo interconectados & contri-
buermn significativamente para doengas cardiacas.

SIGNIFICADO CLINICO

Valores elevados: Hiperipoproteinemia (L H#B, i, IV e V), infarto agudo do
migcardio, arteriosdlerose, hiperlensao, trombose cerebral, cimose, pancreati-
te, Jizhetes, sindrome de Down, gravidez.

Walores baixos - B-Hpoproteinernia congénita, hiperlirecidismo, ma nutrigio
protéica, hiperparatirenidismo,

INTERFERENCIAS

Valores elevados - Anticoncepcionais orais, estrégenos, aumento da dieta de
carbaidrates, colestiramine.

Valores baixos - Vitamina C, clofibrato.

METODO
Teste Colorimétrico Enzimatice
PRINCIPIO i
Lipase
Trighiceridens + H,0, B giicero! + Acidos graxos
Glicerciguinase
Glicarg) + ATP == L - ghiceroifosfato + ADP

L~ gicerifosfatooxidase
L - glicerolfosfato + 02 ™™ > 10, + deidmxiacetonalosfain

Perxddase -
2 H,0, + clorofenol + 4 -AF s - bErEOCUINONA
s fenazona + 4 H O
LINEARIDADE
A reacdo é linear até 1000 mo/dL..
Para resultades com valores supesiores, repetir a teagdo, diluindo 3 amostra
1.2 com_suiugdc fisiclégica o, multiplitandd ¢ rosuitads vhiido por 2. A cor fina!

da reagdo € estavel pof 66 minulos.

COMPOSICAQ BO KIT

Solugdo Padrio CAT N.° 08803

Sclucaso gde Glicerot 2,26 mmol/L. { equivale 3 200 mg/dl. de Thglicerideos),
1 x 4 miL. pronto pars use

Reativa Tampao CAT N.° 06801
5 x 20 mL., pronte para uso

Reativo Enzimatico CAT N.° 06802 .
1 x 25 mL, pronto para uso

Cornposigdo do mong-reagents:

Tampao pM 7.0 50 mmoliL
4Ciorgfenct 4 mmolL
ATP 2 mmoli,
Mgs + 15 mmolt.
Giicerol Kinase 2 0.4 KUA,
Pergxidase z 2K
Lipoprotein-Lipase =4 KU
4-Aminoantipirina 0.5 mmoil
Gliceral-3-Fosfato.Oxidase = 1.5 mmol,

MATERIAL NAD FORNECIDOC [NECESSARIO)

Espectrofctdmetre ou Colorimetro i

Micropipetas, pipetas e provelas capazes de medir os volumes indicades na
tecnica

Tubos de ensaio para o aparetho ytitizade. Banhc-mardz 37°C, relégio ou
crondmetro.

PREPARAGAC DO REATIVD DE TRABALHO
Misturar 4 partes de Rve. Tampao com 1 parte de Rvo. Enzimatico = Mono-
reagenta. Por exempio 1 frasco de Rvo. Tampdo (20 ml) com 5 mL de Rvo.
Enzimatice Estabifidade apds a mistura:

2 meses a 2-8°C

ESTABILIDADE DO REATIVO DE TRABALHO

O Restivo de Trabalho ¢ estaval por 2 meses sefrigerado. Margar no rotulo do
frasco 2 data da preparagio. ) )

Manter ¢ frasce do Reativo de Trabalho forg da refrigerader e ao abrigo da luz
gireta somente 0 tempo necessario para efefuar a reagdo, para evilar sua
deterioracha. i

Desprezar este reativo quando a leitura do Blank (B) for superior 2 0,260 A, ou
cuando a leitura do padrio (P) for ancrmaimente baixa, . ]

O kit € estavel até seu vancimentie indicado na caixa, quando mantido refrige-
rado Evitar deixddo & lemperatura ambiente por periodos prolungados,
mpedindo assim, 2 sus deterioragas.

REG. M.S. N° 10246810047

PRECAUGOES .

O kit nde contém derivados de sangue humano, porém, congiderar qualguer
amostra de paciente como polenciaimente infectante, Evitar o contato direto
COM a3 amostras.

Nao pipetar reagentes ou amostras com a boca.
Descartar as sodras das reages de acorde com as Boas Praticas de Labora-
drio em local préprio para materais potenciaimente infectantes,

AMOSTRA
Com igjum de 12 2 14 horag, soro obtido da maneirz usual ou piasma obtide
com ¢ 4so de Anticoagulante HB da RLAB. Nos £asos em que néc haja
aumento da lipase pancredtica ([aancreatit%g. 3 amostra poderd ser conservada
iz’)‘or 3 dias refrigerada (2-10°C), NAQ CONGELAR.

omogeneizar a amastra, especialmente sorps leitosos.

TECNICA -
Comprmento de onda 503 am {500 - 550 nm 3

Caminho dptico 1om

Tamperatura 28°CI30°CI37°C

Celocar em 3 tubos de ensaios marcados: B (blank), P (padrio) e A (amostra).
N;e_dn;;q cantgg Branco de reagente. Somente um Branco de reagente por
serie € requerido,

Blank Armostra/Padrae
Amostra/Padrac 10 ul
Mono-reagente 1000 pl 1000 plt

Misturar, incubar per 10 min. a 37°C ou por 15 min. a 25°C, medir 2 absorban-
cia da amostra em €0 min. contra ¢ brance de reagente.

CALCULOS
Com fator
Trighcerigeos mgldl = Absarbanciz da amostra x f
200 mg/dl
f -

AA Padric

Com padrio ou caliprador:

Exemplo: Triglicerideos contida ne calibrador & 200 mg/dL. Concentragdo da
amosira:

AA Amostra

A Padrae 20

mg/dl. Triglicerideas =

De acorde com Mourad & Col. (Clin. Chemn. 19, 118 - 1873), pode-se subtrai
10 mg/dl do resultada obtlido para compensar o valor de Gliceral Livre.

VALORES DE REFERENCIA
Sarc ou plasma = 30 a 170 mg/dl.
Nao foram observadas diferencas significativas entre os sexos.

Caracteristicas de desempenho

Recuperagie

Foram feitos estudes de recuperagio. ufiizandg 20 amostras de concentra-
cdes conhecidas, adicionande quantidades de Trigliceridecs determinadas,
obteve.se uma recuperacio entre 87 e 101.5% pars todo nivel de Trigliceri-
deos em estudo.

Precisdo

Intra-ensate: Foram testadas 5 amostras em 10 rephicatas, duraste um
ensaio, para o nivel de Trglicerideas indicado, os resultades obtidos  faram
a5 sequintes:

Media em mgidL - 170 mg/dL

Coeficiente de variagdo (CV %)=28%

Enfre-ensaios Foram testadas replicatas de 5 amostras em 10 ensaios
diferentes, para o nivel de Triglicerideos indicado, os resultadcs obtidos
foram os seguintes:

Média em mc?fc:L - 430 ngdL

Coeficiente de varagao (CV¥%) = 2.1%

Estabilidade .

Os estudes de estavilidade efetuados em um lote durante o pericdo desde 2
fabricagdo até a data do vencimento, uliizando padres com congentragdies
cenhecidas de Triglicendeos, determinaram que ndo houve alteracdo dos
resultados quande 0 kit e estocado em geladerra. Os resultados variaram na
faixa de +-2% do valer esperado. Apds o vencimento esses valores vao se

alterando progressivamente. Portanta, recomenda-se ndo utiizar ¢ kil apes 2
data de validade especificada nas embalagens do kit

APRESENTAGAOD
Kit suficiente para o preparo de 5 x 25 mL de Reativo de Trabatho { 125
reaghes de 1 mL}.

NOTAS o—
O teste ndo ¢ influenciada pelos valores de hemoaglobina ate 150 mg/dl ou
Bilirrubing até 25 mg/dL. —_—
Qs reagenfes coniem Azida Sddica como conservante. N&o engolirt Evitar
contato com 3 pele & MUCosas.
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ANEXO 6

Determinacdo de colesterol pelo método enzimatico (Abell et al.,

'1952).

DEFINIGAO -

0O teste & feito no soro para a determinagdo do nivel de lipidio que é
produzido no figado.

O Colesterol esta presente nos gidbulos vermethes @ misculos, mas a
maioria do Colestero!l estd combinado com os dlevs Acidos graxos no
sangue circulante.

Existe o Colesterol HOL (bom Colesteral) o LDL (mau Colestercl). As
pessoas com altos niveis de LDL tém grande risce de doengas do
coragao.

FISIOPATOLOGIA -
O Colestergl & necesséric na digestdo das gorduras, formagda dos
hormanios adrenal, ovarianc e testosterona,

SIGNIFICADO CLINICO

Valores elevados - Infarto do miocdrdio, obstrugio do traclo biiar,
nefrose, hipatiredidismo, 3°trimestre de  gravidez, dieta rica em
Colgsteral. f

Valores baixos - Sindrome de Cushing, Deshuiriglo, Hipertirecidismo,
Infecgdes agudas, Anenia e Cirrose,

INTERFERENCIA

Falso wvalor alto - Esterdides, anticoncepcional orai, bromatos,
fenotiazina sulfonamidas, fenftoina, aspiring, epinefrina.

False valor baixo - Esterdides aspirina, canamicina, neomicina,
tetraciclina, estrogenos, heparina, colchicina, agentes antidiabéticos.

METODO
Enzimatico, Colasterot Oxidase, Colorimétrice e de Ponte Final.

LINEARIDADE E ESTABILIDADE DA REAGAO

A reacgho é linear até 500 mg/dl. Para resultados com valores superiares,
dituir a solucde colorida final 1:2 ou 14 com o Reativo de Trabalho e
muitiplicar o resultado pelo fator da diluicdo vtlizada. A cor final da
reagdo ¢ estavel por 120 minutos.

COMPOSIGAQ DO KIT

Reativo Padrdo CAT N.° 01401
Solugdo de Colesterol (200 mg/dL)
Volume = 4 mi,

Reativo Enzimatice CAT N.° 01402
Lipase > 300 Umb

[ele]s} z3UmL

POD 2 20 UimbL

Volume = 5 mL

Reativo de Cor (1) CAT N.° 01403
4 aminofenazona 0,025 molfi
Volume = 13 mi

Reative de Cor (2) CAT N.° 01404
Fenol ,055 mol/L.

Volume = 13 mi

Atengdo: O reativo (2) & thxico e irritante.

MATERIAL NAO FORNECIDO (NECESSARIO)

Agua deionizada,

Espactrofotdmatro ou Colorimetro,

Micropipetas, pipetas e provetas capazes de medir os volumes indicados
na técnica.

Tubos de ensaio para ¢ aparelhe a ser utilizado. Frasco de vidro ambar,
Banho-maria 37°C,

Peidgio ou crendmstro,

PREPARACAC DO REATIVO DE TRABALHO
Todos 0s reativgs vem Bronios para usg

N.* da provas Rvo {1} Rvo. H,0 Rvo. {2} Ryo. Enzirndlice
0 -20 0.4 mi 18 mi 0.5mL 2.2 ml
20 - 40 1mL 3B mi imb 04 mbL
80 - 160 4 mbL 152 mb 4 mb 1,8mb
250 - 500 2.5 mb 475 mL £25mL _80mb

O Reativo de trabalho & estavel por um més, quando refrigerado e
acondicionads em frasco Ambar (colocar o rétulo auto-adesive com a
dala de preparagao).

ESTABILIDADE B0 REATIVO DE TRABALHO

Leituras de Blank acima de 0,160 em absorbincia indicam deterioragdo
do Reativo de Trabatho. Neste case desprezé-fa.

REG. M. S N.° 10246810011

CONCENTRAGAO DO REATIVO DE TRABALHO
Lipase 26000 UL

CoD zZB0 UL

POD =400 UL

Rvo (1) = 0,00125 moiL
Rvo(2) = 0,00275 moll
PH =T74%+0,1

VIDA UTIL E ARMAZENAMENTO
O kit & estavel até seu vencimento indicado na caixa, quando mantido

| refrigerado.  Evitar deix&-lo & temperatura ambiente por periodos

projongados, impedindo assim a deterioragfo das enzimas,

PRECAUGCOES

O it ndo contém derivados de sangue humano, porém, considerar
qualquer amostra de paciente como potencialmente infectante.
Evitar ¢ contato direto com as amostras.

Nio pipetar reagentas ou amosiras com a boca .

Descariar as sobras das reagdes de acordo com as Boas Praticas
de Laborattrio em local prépric para materiais potencialmente
infectantes.

AMOSTRA

Soro ou Plasma heparinizado, outros anticoagulanies interferem no
resultado final, N3o usar amostras visivelmente hemofizadas. As
amostras podem ser guardadas refrigeradas antes da dosagem por uma
semana ou por dois meses congeladas.

TECNICA
Colocar em 3 tubos de ensaios marcados: B (blank}, P {padradoje ©
{desconhecido)

B P D
Padrac - 20 pl -
Desconhecido - - 20 pl.
Rvo Trab. 20mbL 20mbL  20mb

incubar o 37° € por 10 minutos.

Ratirar do banhg-maria e ler em Espectrofotémetro a 505 nm ou em

fotocolorimetro com filtra verde (4390-5306 nm), zerando o aparetho em

Absorbancia com B (blank).

A cor & estavel por 120 minutos. )

Nota: Os volumes de amostra e Rve de Trabalho podem ser modificados
proporcionaimente |
Ex.: 10 ul de amostra + 1 mL de Rvo de Trabatho ou 50 ul de
amostra + 5 mi de Rvo de Trabalho, ete.

CALCULOS
Colesterol mg/gL = D x f

F= 200 mg/dL
=

VALORES DE REFERENCIA
Homens (idade de 35 a 62 anos) até — 248 mg/dL
Mulheres {idade de 36 a 60 anos) até - 240 mg/dL

INTERFERENCIAS

Os detergentes, metais pesados @ o5 cianetos sdo inibidarss enzimaticos
Uma perfeita limpeza de vidraria utilizada é necesséria.

Utilizar agua deionizada ou destilada recente no preparo de Reativo de
Trabalho . O nivel de agua no banho-maria deve ser suparior ao dos
tubos de enssio que contém as reagdes. A lemperatura & o tempo de
reacdo ndo sdo criticos: 37°C x 2 e 15 a 20 minutos.

A turvacdo que pode ser observada na incubagdo & devida 2o tensoativo
incorporado, mas, desaparece quando os tubos esfiam,

APRESENTAGAO
Kit suficiente para o preparo de 500 mL de Reativo de Trabatho = 500
reagties (§ mb)
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ANEXO 7

Graficos da evolucgdo ponderal de ratos alimentados com isolado e
hidrolisado de soro de leite, comparando o mesmo tipo de atividade vs.

tipo de dieta.
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ANEXO 8

Médias e desvios padrdo dos pesos {(g) de ratos alimentados com
isolado e hidrolisado de soro de leite e submetidos a exercicio fisico.

. GRUPOS

Tempo HT T HE IE HS IS
Peso inicial £8,3345,50 48,3944, 50 57,84:%5,90 47,3%£5,00 57,84%5,90 48,2146,30
Dieta Comer. 88,16+5,40 79,97+8,50 88,7+8,30 79,41%7,60 90,03+7,40 79,11£13,80
1 semana 121,43£10,00 119,62+980 121,87411,60 119,77411,60 126,33+530 118,2414,20
2 sermana 149,55+13,20 150,69%10,00 153,7%10,10 146,6210,50 159,47+£11,21 1459141240
3 semana 160,96£16,30 180,07+11,20 168,23%11,60 173,08£14,30 174,2248,70 174,17+£10,60
4 semana 193,95£19,90 211,85%15,60 202,8841570 204,92:%17,20 201,89%9,80 207,92+12,00
5 semana 230,33419,50 242,58+16,90 240,14%16,90 234,93%16,80 239,25£1290 237,77+£10,10

300,00 -

250,00 -

200.00 EiPeso inicial
§ BlDieta Comer.
£ B1 semana
@ 150,00 - 2 semana
g #3 semana
g 4 semana

100,00 - B 5 semana

50,00 -
0,00 A

Grupos
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