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RESUMO GERAL

Por décadas, a industria considerou a proteina do soro lacteo como subproduto de pouco
valor econémico, mesmo contendo 20% das proteinas do leite. Contudo, as propriedades
funcionais tecnoldgicas e biologicas de seus componentes tém sido reconhecidas,
chegando-se a desenvolver metodologias especificas para sua utilizagdo. As propriedades
fisicas e fisico-quimicas como textura, formagio de géis e filmes dessas proteinas sdo
consideradas excepcionais, assim como a capacidade de melhorar a eficiéncia imunoldgica
do organismo. Esta pesquisa teve por objetivo verificar a eficacia metabdlica do
proteolisado do soro de leite de vaca, como unica fonte de proteina na dieta de ratos
submetidos a atividade fisica, em comparago a utilizagio do seu isolado. As dietas foram
preparadas contendo uma proteolisado industrial (H), e a outra o isolado (I) do qual o
anterior se originou. Ratos Wistar com aproximadamente 100g foram divididos em 6
grupos: treinados (HT e IT), treinados levados a exaustéo (HE e IE) e os sedentarios (HS e
IS). A dieta contendo o hidrolisado protéico de soro de leite forneceu melhores resultados
na exaustao em comparag@o aos ratos em dieta com o isolado (156+18min vs. 60+13min).
Para os niveis de lactato sanguineo foi encontrada diferenca significativa para quase todas
as categorias, sendo sempre o p <0,0001, com excegdo dos grupos T e S. Para albumina e
proteinas totais séricas foram encontradas diferencas significativas entre as categorias H e I
(p<0,001). Para o glicogénio muscular foi encontrada diferenca significativa somente entre
os diferentes niveis de atividade fisica, sendo p<0,04. Nao houve diferencga significativa
para os niveis de proteina muscular (p>0,2084) e glicemia(p>0,0714). Os resultados
sugerem que a proteina hidrolisada produziu efeito mais positivo em relagio ao seu isolado
Intacto, para ratos em atividade fisica. No segundo ensaio trabalhou-se apenas com um tipo
de dieta para todos os ratos. O experimento teve a duragdo de 10 semanas, objetivando
avaliar o efeito da fonte protéica na capacidade de recuperagdo do animal exaurido. O
estudo mostrou que o desempenho dos sedentarios no momento do treinamento exaustivo
era sempre inferior (79+16 min vs. 42+14 min). Em relagdo aos niveis de glicose nio houve
variag@o significativa entre categorias (p>0,1784). Quanto aos niveis de lactato sanguineo
foi encontrada diferenca significativa para as categorias nio submetidas ao treinamento
exaustivo (p<0,0002). Para os niveis de albumina e proteinas totais séricas ndo foram

encontradas diferencas significativas entre as categorias TM e TER48 (p=1; p=0,356),
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sugerindo ter havido a recuperagdo apds a exaustdo. Para o glicogénio muscular houve
diferengas entre os dados obtidos no gastrocnémio e séleo, revelando que apos 48 horas o
primeiro ainda no havia se recuperado totalmente da exaustio (TM e TER48 p=0,0008),
Ja no séleo entre TM e TER24 houve uma recuperagio préxima de 50%. Nio foram
encontradas diferencas significativas para os niveis de proteina muscular (p>0,7421). Os
resultados sugerem que a dieta com o proteolisado com grau de hidrélise médio foi capaz
de promover uma recuperago 48 horas apds exercicio exaustivo e que o treinamento fisico
foi suficientemente intenso para produzir alteragdes metabdlicas referentes a utilizagdo de

substratos energéticos.

Palavras chave: soro de leite de vaca; dieta; exercicio fisico: recuperagao.
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GENERAL SUMMARY

For decades, the dairy industry ignored the economic importance of milk whey, regardless
of the fact that it contained 20% of whole milk. Recently, however, its technological and
biological functional properties have been recognised and specific technologies have been
developed for its utilisation. Among the special milk-whey properties, the texture, gel and
film formation and the ability to enhance the immune system can be mentioned. This study
compares the metabolic effect of the whey-protein isolate and its hydrolysate as a protein
source to rats undergoing physical activity. The diets were prepared with either an
industrial whey isolate (I) or its hydrolysate (H) as the only source of protein. According to
the diet and the level of activity, sixty male Wistar rats (100g), were divided into six groups
as follows: trained (HT and IT), exercised to exhaustion (HE and IE) and sedentary (HS
and IS). At the end of performance test in the treadmill, the animals fed the H diet were
seen to be significantly more resistant to exhaustion than those fed diet I (156£18min vs.
60=13min). Blood lactate levels were lower (p<0,0001) with the exception of groups T and
S. Albumin and total serum protein levels were superior in the H fed groups, as compared
to I (»p<0,001). Significant differences were found for muscular glycogen only when
varying physical activity levels (p>0,04), but there was no difference for either muscular
protein (p>0,2084) or glucose levels (p>0,0714). The results suggest that the hydrolysed
protein (H) exerted a positive metabolic effect leading to an enhanced physical
performance of the rat. In the second experiment only one diet type was used to feed all
rats. This experiment took 10 weeks to complete, with the final aim of analysing the effect
of protein source on the restoration capacity of exhausted animals. 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+16 min vs. 42+14). Glucose level did
not show significant changes for distinct categories (p>0,1784). Blood lactate levels
showed significant difference for the categories that were not subjected to exhaustive
exercise (p<0,0002). As for albumin and total seric proteins there were no significant
differences for the TM and TER48 (p<0,0001) categories, which is strong evidence of the
fact that full recovery was achieved after exhaustion. For muscular glycogen there were
differences between the levels found for gastrocnemius and soleum muscles, which reveals

the fact that the first had not fully recovered after 48h (TM and TER p=0,0008), and the
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latter, between TM and TER24, had close to 50% recovery. No significant differences
were found for muscular protein levels (p>0,7421).Therefore the results indicate that the
diet based on the hydrolysate with partial hydrolysis was able to promote full recovery
within 48 hours after exhaustive exercise, and that physical exercise was the cause of

metabolic changes linked to the utilisation of energetic substrates.

KEY WORDS: milk whey protein; diet; physical activity; recovery.
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1. INTRODUCAO GERAL

A atividade fisica tem tido sua importancia aumentada nos iiltimos anos como uma
das diversas formas de prevengao contra doengas ou estados patologicos. Sabe-se também
que ela produz beneficios psicologicos, tais como diminuigdo da tensdo provocada pelo
estresse da vida moderna. Além disso, o exercicio fisico induz uma série de adaptacoes

metabolicas, as quais variam de acordo com a duragio e intensidade do exercicio.

Uma sequéncia de cargas de esforgo repetitivas e crescentes, objetivado o aumento
da performance do atleta, constitui o treinamento fisico (Weineck, 1989). Exercicios de
curta durag@o e alta intensidade utilizam reservas imediatas e limitadas de creatina fosfato e
adenosina fosfato. Exercicios prolongados utilizam carboidratos, lipidios e uma pequena
parte das proteinas, para assegurar o aporte energético (Tassi, 1996 Hargreaves et al,,
1998; McArdle et al., 1999; Hernandez et al., 2000).

A importéncia da nutri¢do para a performance do atleta é bastante conhecida (Pelly,
2000). Desta maneira, os alimentos capazes de contribuir para um melhor desempenho do

atleta vem sendo continuamente estudados.

Varias pesquisas sobre exercicio e metabolismo protéico vém sendo realizadas.
Todavia, ainda ndo se sabe ao certo a quantidade ou qualidade da proteina capaz de
otimizar a performance do atleta, assim como sua forma de consumo. Existem formulados
com proteina parcialmente hidrolisada de soro do leite que vém sendo utilizados em fungdo

das suas propriedades funcionais (Tassi, 1996; Van Loon et al., 2000a).

As proteinas do soro do leite, no que tange a alimentagdo, sdo efetivas em suprir
requerimentos energeticos e de aminoacidos essenciais, possuindo elevada digestibilidade.
Além disso, essas proteinas possuem inGmeras propriedades funcionais tecnologicas
(Huffman, 1996; Sgarbieri, 1996; Lifran et al., 2000).

Quando parcialmente hidrolisadas, tais proteinas servem como fontes de peptideos
bioativos com atividades fisiologicas, os quais em produtos industrializados oferecem uma
variada gama de oportunidades de aplicagio (Fritsché, 1998: Mclntosh et al., 1998). Vale

ressaltar que a proteina parcialmente hidrolisada é mais rapidamente absorvida do que sua



forma intacta (Meredith ez al., 1990). Apesar das excelentes propriedades das proteinas do
soro do leite, as mesmas possuem utilizagdo ainda hoje limitada (Regester et al., 1996;

Mclntosh et al., 1998; Lifran et al., 2000).

Este plano de pesquisa corresponde a parte de um projeto global, envolvendo o
efeito da administracdo de dietas no metabolismo do animal exaurido e exercitado. Tais
efeitos foram analisados através da medida do tempo de resisténcia a exaustdo € a
capacidade de recuperagdo pos-exaustao. O objetivo ¢ o desenvolvimento de dietas para o
melhor desempenho fisico. Para tal estudo, foram utilizados como fontes de proteina
produtos ja existentes no mercado para fins especiais, como alimentagdo de atletas e

pacientes em recuperagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a eficacia metabolica do concentrado protéico do soro de leite bovino e

seu hidrolisado enzimatico como tnicas fontes protéicas na dieta padrio de ratos,

objetivando o desenvolvimento de dietas para o desempenho fisico.

LS

2.2 Objetivos especificos

Definir as caracteristicas da utilizagdo das proteinas do lactossoro como unica fonte
protéica em dietas para ratos treinados e exercitados em esteira, utilizando para tanto
parametros nutricionais classicos como balango nitrogenado, evolugdo ponderal e
metodos e parametros bioquimicos tais como tempo de exaustio, glicose sérica, lactato

sanguineo, albumina sérica, proteinas séricas totais, glicogénio e proteinas musculares.

Definir as caracteristicas da utilizagdo do proteolisado enzimatico do lactossoro como
unica fonte protéica em dietas para ratos treinados e exercitados em esteira, utilizando
para tanto dados de evolugdo ponderal e métodos e parametros bioquimicos tais como
tempo de exaustao, glicose sérica, lactato sanguineo, albumina sérica, proteinas séricas

totais, glicogénio e proteinas musculares.

Comparar as caracteristicas biologicas oferecidas pelas duas fontes protéicas no rato

exercitado com aquelas correspondentes do rato sedentario.

Tendo em vista os resultados do trabalho no primeiro ensaio, estudou-se
posteriormente, o efeito da fonte protéica que melhores resultados proporcionou aos
ratos, atraves da capacidade de recuperagdo do animal exaurido nos tempos 0, 24 e 48

horas ap6s o treinamento exaustivo.



3. REVISAO DA LITERATURA

O exercicio fisico tem profundo efeito no metabolismo das proteinas (Tipton et al.,
1999), consumo de O (VO;) acima dos niveis de repouso (Laforgia et al., 1997; Bahr &
Sejersted, 1991; Parolin ef al., 1999), transporte de aminoacidos (Roy et al., 1997), glicose
plasmatica e niveis de insulina (Takala et al., 1999; Jeukendrup et al., 1999; Wojtaszewski

et al., 2000), assim como nas concentragdes de lactato muscular (Pilegaard et al., 1999).

O musculo esquelético tem a habilidade de se adaptar as mudangas induzidas pelo
treinamento fisico. E sabido também, que a sintese de proteinas é aumentada durante a fase
de recuperagio de exercicios prolongados (Phillips et al., 1999; Pilegaard et al., 1999). De
acordo com Phillips ef al. (1999) o retorno aos niveis de repouso, apds atividade fisica

ocorre em 36h.

Existem alguns estudos demonstrando que a provisdo precoce de aminoacidos e
glicose pode resultar em uma boa estimulagdo da sintese de proteinas poOs-exercicio
(Okamura et al., 1997). Nao obstante, outros estudos verificaram que o exercicio induz um
aumento de reciclagem de aminoacidos intramusculares provenientes da quebra da
proteina. Consequentemente, o suprimento de aminoacidos para o musculo, bem como seu
transporte para este meio, € a quebra completa da proteina, podem ser importantes fatores
regulatorios na determinagdo do padrdo de sintese de proteina muscular (Phillips ez al.,
1999).

A ingestdo relativamente alta de proteina muitas vezes € considerada benéfica pelos
atletas, para o exercicio vigoroso. Além disso, a ingestao de proteinas aumenta a velocidade
de gliconeogénese durante a fase prandial do metabolismo, e estimula a secregao de
insulina resultando num aumento acelerado da concentragdo de aminoacidos plasmaticos

(Forslund et al., 1999; Van Loon et al., 2000a).

Forslund er al (1999) verificaram que a utilizagdo da proteina aumenta
gradualmente de acordo com a concentragdo de proteina da dieta, quando comparada a
utilizacio de dietas normoprotéicas. E importante citar que também neste estudo foi

observado que a utilizagdo da proteina pos-exercicio continuou sendo mais alta para a dieta



com alta concentra¢do de proteina. Depois de 60 minutos houve um aumento ainda mais
acentuado da utilizagdo da proteina, atingindo-se um pico maximo em 120 minutos apos o
exercicio. Uma possivel explicagdo seria que no pos-exercicio ha um aumento rapido de
aminoacidos intracelulares, sendo esse processo mais acentuado na dieta com alta

concentracao de proteina.

Dentre as mudangas causadas pela atividade fisica, é sabido que o transporte de
glicose para o musculo e a atividade da enzima glicogénio sintetase sdo aumentados apos
uma sessdo de exercicio. Sabe-se também que a glicose sanguinea ¢ um importante
substrato durante o exercicio (Jeukendrup, ef al., 1999). Em humanos, o efeito do exercicio
no transporte de glicose para o muasculo tem rapida duragio, aumentando a sensibilidade
para ativagdo do transporte de glicose pela insulina, por mais de 48h pos-exercicio. Em
musculo esquelético de ratos ha um aumento na sensibilidade a glicose pelos dois motivos,
transporte de glicose e ativagdo da glicogénio sintetase apos o exercicio. Essas mudangas
facilitam a agdo da enzima glicogénio resintetase, e possivelmente constitui o meio pelo
qual o estoque de glicogénio muscular ¢ aumentado no pré-exercicio (mecanismo de super

compensagao) (Wojtaszewski ef al., 2000).

Quando a glicose plasmatica e os niveis de insulina estio aumentados, o coragao
prioriza a utiliza¢do de glicose, e a oxidagdo de acidos graxos é suprimida (Takala ef al.,
1999).

Quatro horas apos a atividade fisica, as concentra¢des de glicogénio muscular estio
mais baixas do que em repouso. Outra importante consideragio diz respeito ao fato de a
atividade da enzima glicogénio sintase ser significantemente mais alta no musculo

previamente exercitado que no musculo em repouso (Wojtaszewski et al. ,2000).

De acordo com Jeukendrup et al. (1999) ha um aumento rapido nos niveis de
glicose durante o exercicio. Este fato é provavelmente causado pela ativa¢do do mecanismo
responsavel pelo uso da glicose, que por sua vez resulta em um aumento no fluxo de

capilares sanguineos, bem como no transporte de glicose para o musculo em atividade.
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Durante a ingestdo de carboidratos, a quebra de glicogénio pode continuar em niveis
altos em alguns musculos, e pode reduzir em outros. Por sua vez, a sintese de glicogénio
pode ocorrer em exercicios de baixa intensidade, em determinados musculos. Jeukendrup ef
al. (1999) concluiram que a insulina plasmatica foi mais baixa em repouso e durante
exercicio intenso, sendo no entanto mais elevada para o grupo submetido a ingestdo de
glicose durante o exercicio. Neste mesmo estudo foi verificado o efeito da ingestdo de
carboidratos na produgdo endogena de glicose, através da ingestio de glicose marcada.
Constatou-se que quanto maior a dose de glicose ingerida mais acentuada ¢ a queda na

produgdo de glicose endogena.

Segundo Jeukendrup ef al. (1999), a ingestdo de dietas a base de carboidrato uma
hora antes da atividade fisica pode aumentar as concentragdes de insulina no sangue. No
entanto, a ingestdo posterior ao exercicio pode inibir a produgdo da insulina causada pela
dieta rica em carboidrato. E importante lembrar que a ingestdo de carboidrato durante o
exercicio prolongado aumenta a resisténcia do atleta, esse mecanismo ainda hoje nao €

totalmente compreendido.

3.1 Exercicio fisico

O desempenho fisico é muitas vezes determinado pela rapidez com a qual o atleta
pode recuperar sua forga entre os periodos de atividade, o que indica 0 qudo rapidamente os
sistemas energéticos podem se recuperar. Radak ef al. (1999) verificaram os efeitos do
exercicio no organismo, concluindo que a atividade fisica regular produz resultados

benéficos para a saude, como parte do processo adaptativo.

Durante o exercicio fisico o organismo dispde de substratos energéticos, para
converter energia quimica em mecénica. A energia para contracao muscular € oriunda do
trifosfato de adenosina (ATP), que tem sua geragdo de ATP diretamente associada ao tipo
de exercicio efetuado (McArdle ez al., 1992; Smolka, 1999). A formagdo de ATP se da

principalmente através de processos aerobios. Ocorre também durante exercicios de alta



intensidade, ou quando ha deficiéncia de O, por processos anaerdbios, com consequente

formacdo de lactato e quebra de fosfocreatina (McArdle er al , 1992).

A utilizagao dos carboidratos € maior nos exercicios de alta intensidade, Ja os lipides
sa0 mais utilizados quando a atividade fisica se prolonga por um maior periodo de tempo.
Em contraste, a oxidagdo das gorduras diminui em exercicios de grande intensidade,
quando comparada a oxida¢do em atividades de intensidade moderada (Martin III & klein,
1998). O mesmo foi observado na recente revisio feita por Stroud (1998). Mazepa et al.
(2000) submeteram ratos 2 atividade fisica e observaram que a utilizagio de lipides € maior
durante o exercicio prolongado, o que consequentemente poderia ser o agente causador do

retardamento no ponto de exaustio.

O tipo de treinamento submetido determina as propriedades contrateis dos
musculos, que por sua vez tém grande capacidade adaptativa. No entanto, musculos com
predominancia de fibras de contra¢ao rapida, como o gastrocnémio, sdo aqueles capazes de
produzir movimentos rapidos de grande forga e pouco repetitivos, com baixa defesa
antioxidante, e que utilizam carboidratos como fonte de energia. Ja os musculos com
predomindncia de fibras de contragdo lenta, como o sdleo, sio capazes de produzir
movimentos lentos e repetitivos, pois conferem resisténcia, alta defesa antioxidante e

utilizam carboidratos e lipides como fonte de energia (Guyton, 1988; Smolka, 1999).

Diferentes meétodos de treinamento proporcionam adaptagdes distintas no
organismo. Um treinamento continuo, o qual consiste em exercicios com velocidades
submaximas e crescentes, proporciona um efeito adaptativo benéfico ao organismo, além
do aumento na defesa antioxidante dos musculos. Por sua vez o treinamento intermitente,
que consiste em breves exercicios de alta intensidade, pode levar ao aumento nos danos
teciduais (Molnar, 2000).

O limiar entre o treinamento ideal e o excessivo € muito ténue. Os atletas podem ser
submetidos a excessivas cargas de treinamento, que podem levar & ocorréncia de lesdes
(Zoppi, 1999). Da mesma forma, embora muitas vezes a atividade fisica induza a

adaptagdes benéficas ao organismo, a intensidade de sua utilizagdo pode produzr condigdes
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adversas, tais como hipertermia, estresse oxidativo, deplegao de glicose e reservas de

glicogénio, bem como o acamulo de acido lactico (Smolka, 1999).

O acumulo de acido lactico é frequentemente associado com declinio na geracao
maxima de forca, sendo considerado um dos principais agentes fatigantes (McArdle ef a/.,
1999). Segundo Zoppi (1999), o dano oxidativo causado pelo exercicio poderia ser a causa

da fadiga muscular, que ocorre apés uma atividade fisica exaustiva.

3.2 Relagiio proteina e atividade fisica

O exercicio fisico requer a transformagao de energia quimica em mecanica. Sabe-se
que a energia quimica provém da ingestao alimentar. O alimento por sua vez, €
metabolizado pelos musculos para producdo de ATP, necessaria para produgdo de energia
mecinica. Consequentemente, a relagao entre ingestao alimentar e metabolismo muscular

no exercicio é clara (Spriet & Peters, 1998).

Nos ultimos tempos tem-se registrado um avango expressivo da nutri¢do esportiva,
embasada em principios fisiologicos e bioquimicos. Uma alimentacao especial pode
promover melhor satide e otimizar os beneficios do treinamento. Para isso S30 necessarias
acdes anteriores, posteriores € concomitantes ao exercicio, objetivando o melhoramento da

performance e recuperago do atleta (Burke, 2000).

Até a década de 70 acreditava-se que o papel da proteina na atividade fisica no era
significativo, sendo este relegado a segundo plano, em detrimento da importancia dos
carboidratos e lipides (Lemon, 1995). Atualmente sabe-se que oOs aminoacidos, como
precursores para a sintese protéica, exercem papel fundamental para o organismo. Sob
condicdes de exercicio intenso, os aminoacidos influem no desenvolvimento da fadiga,

embora muito pouco se saiba a respeito de tal mecanismo (Davis et al., 1997).

Segundo Henderson et al. (1985), a oxidagdo de leucina em ratos treinados €

superior a de ratos nao treinados. Assim sendo, o condicionamento fisico aumenta 0



furnover e a oxidacgao de leucina. A oxidagdo deste aminoacido é acelerada se o estoque de

glicogénio estiver depletado.

O exercicio fisico induz a diminuigdo da concentracio muscular de alguns
aminoacidos como a leucina e o aumento de outros como a alanina. A suplementacdo de
aminoacidos apos o exercicio pode estimular a sintese de proteinas (Stein et al., 1989:
Biolo et al., 1999; Tipton et al., 1999), uma vez que sem esta, o exercicio fisico reduz a
sintese protéica e leva a uma diminuigdo do conteudo de proteinas no musculo, figado e
plasma (Linder, 1991). Um estudo realizado por Roy et al, (1997) mostrou que a
suplementagdo de glicose uma hora apos o exercicio, em fun¢io do aumento da
concentracdo de insulina, diminui significativamente a quebra da proteina e a excregdo
urinaria de nitrogénio, resultando num melhor balango de proteinas. A insulina e a
atividade fisica sdo responsiveis pela regulagdo do metabolismo de proteinas e

carboidratos.

Van Loon ef al. (2000a) trabalharam com diferentes tipos de dietas, incluindo
mistura de aminoacido livres, mistura de hidrolisado protéico e proteina intacta, mistura de
aminoacido livres e hidrolisado, e o grupo controle, ingerindo apenas o carboidrato. A
ingestdo da combina¢do de aminoacidos resultou em 100% de aumento do efeito
insulinotropico quando comparado com a ingestio de formula de carboidratos. Ja a
administragao de leucina e fenilalanina dentro do proteolisado promoveu efeito similar, sem
causar desconfortos gastrointestinais, tal como ocorrido na administragio de aminoacidos

livres.

3.3 Isolado protéico intacto e seu hidrolisado

Varios estudos tem sido publicados abordando a importancia das proteinas na dieta
do atleta. Contudo, ainda hoje ndo estd clara qual a melhor forma de se administrar a
proteina com o objetivo de melhorar a performance do atleta, bem como a quantidade ideal

a ser oferecida.



O exercicio fisico requer um maior aporte protéico. Parte disso se deve a maior
utilizagdo de aminoacidos como fonte energetica para o exercicio. Na atividade fisica, a
diminuicdo da disponibilidade de aminoacidos pode limitar o efeito estimulatorio da
insulina sobre a sintese protéica (Biolo ef al., 1999). Excessos na ingestdo de proteina
contudo, podem proporcionar efeitos negativos, como problemas hepaticos e renais, dentre

outros.

Tassi (1996) verificou em ensaio com animais de laboratorio que o consumo de
dieta com proteina do soro lacteo parcialmente hidrolisada (grau de hidrolise de 15%) foi
capaz de preservar os teores séricos de glicose, albumina e glicogénio muscular apos
exercicio exaustivo. Ja Ramos (2001) trabalhando com um hidrolisado proté€ico de soro
lacteo com grau de hidrélise alto (30%) ndo observou mesmo efeito, conforme esperado
para proteinas de mais rapida absorgao, devido a alta concentragao de aminoacidos livres.
Tal fato sugere que os aminoacidos livres em maior quantidade, atravessam a mucosa
intestinal com maior dificuldade, quando comparados aos peptideos, demonstrando também

uma menor eficiéncia proteéica.

Van Loon ef al. (2000a) compararam dietas com a proteina intacta e parcialmente
hidrolisada e constataram que 2 horas apos a ingestdo das formulas, os niveis de
aminoacidos plasmaticos eram inferiores para os grupos que ingeriram a forma intacta da

proteina.

Van Loon et al. (2000b) constataram que a dieta com mistura de proteinas do soro
lacteo parcialmente hidrolisado e carboidratos foi capaz de estimular a secregdo de insulina,
aumentando também a disponibilidade de aminoacidos plasmaticos em comparagdo com 0

uso de dietas contendo a proteina intacta e carboidrato.

Contudo Van Hall et al. (2000), trabalhando com dietas com adigao de proteolisado
de soro lacteo, e como controle dietas com adigdo somente de carboidratos ndo constatou
efeito positivo na adi¢do de proteina na dieta. Nao foi observada melhoria da resintese de
glicogénio pos exercicio, para aqueles em dieta com a proteina, tal como inicialmente

esperado.
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Estudo mais recente, realizado por Jentjens e al. (2001) constatou que dietas com
adicdo de proteinas de soro de leite hidrolisadas podem ndo contribuir para a sintese de
glicogénio, no entanto proporcionaram maiores niveis de insulina plasmaticas, que por sua

vez estimulam a captagdo de glicose e sintese protéica.

3.4 Glicose sérica

Concentragdes de glicose sérica acima do esperado caracterizam o estado
hiperglicémico, interferindo quimicamente nas fungdes das proteinas do plasma e do
figado. Desta forma, quando em excesso no sangue a glicose deve ser convertida a
glicogénio. De maneira oposta, quando os niveis de glicose sanguinea se encontram
diminuidos a producdo de glicose deve ser originada pela glicogenélise ou pela
gliconeogénese, de forma a suprir as necessidades cerebrais. Vale ressaltar que na

gliconeogénese ha formagao de glicose a partir das proteinas (Wojtaszewski et al., 2000).

Outro meio de controle da concentragdo de glicose sanguinea é a produgdo de
insulina pelo pancreas. Para situagdes de alta concentragéo, a insulina promove o transporte
rapido de glicose para dentro da célula, além do mecanismo tampdo hepatico. Ja a baixa
concentragdo de glicose estimula o pancreas a secretar glucagon, fazendo com que o
glicogénio hepatico seja quebrado em glicose, a ser liberada para o sangue (Guyton, 1988).
Durante o exercicio prolongado a concentragdo de glicose ¢ mantida, mesmo que por

mecanismos de compensagao, como os descritos anteriormente.

Tassi (1996) estudando o efeito de diferentes dietas na atividade fisica, ndo
observou diferenca significativa entre os niveis de glicemia. Contudo, tais niveis foram
distintos entre grupos sedentarios e treinados, sendo maiores para estes ultimos. Tal fato
provavelmente se relaciona ao menor tempo para chegada no ponto de exaustdo para os

ratos sedentarios.

Sabe-se que o treinamento fisico prolongado conduz a mudanga do combustivel
utilizado pelo organismo, que inicialmente constitui-se basicamente de carboidrato para a

gordura. O declinio na utilizagdo do carboidrato durante o exercicio se deve em parte ao
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rapido declinio de glicose muscular. Dessa forma o treinamento continuo tende a aumentar
as reservas de glicogénio muscular, podendo ser mais lento o acentuado declinio na
utilizagdo da glicose para atletas em comparagéo com sedentarios, justamente devido a essa

maior concentragio de glicogénio (Richter ef al., 1998).

Kristiansen et al. (2000) trabalhando com pessoas treinadas e nao treinadas
obtiveram niveis de glicose muscular mais elevados para grupo de treinados, quando ambos

eram submetidos a mesma sobrecarga de exercicio.

3.5 Lactato sanguineo

O acumulo de acido latico muscular é apontado como causador de fadiga extrema.
Por conseguinte existe uma quantidade maxima toleravel nos musculos e liquidos
corporais. Esta limitagdo determina o nivel maximo do uso do sistema glicogénio-acido

latico para o suprimento de energia (Guyton, 1988).

O lactato ¢ considerado um importante indicador do metabolismo anaerobio
glicolitico, sendo formado durante o exercicio prolongado. Tassi (1996) constatou que ratos
treinados apresentam menores valores de lactato que ratos sedentarios, quando levados a
exaustdo. O tempo para a exaustdo destes ratos foi menor, possivelmente em fungdo dos

mesmos apresentarem nivel mais elevado de lactato sanguineo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Bergman et al. (1999) e Coker et al.
(2001), os quais constataram, da mesma forma, niveis mais elevados de lactato sanguineo
durante o exercicio. Bergman et al. (1999) observaram que o treinamento continuo
promoveu concentragdes mais baixas no lactato sanguineo dos individuos, fato que ja havia
sido relatado no estudo feito por Tassi (1996), com ratos treinados e sedentarios. Tal fato
pode ser atribuido a maior utilizagdo de acidos graxos livrtes (AGL) em resposta ao
treinamento, o que leva a uma menor utilizagdo do glicogénio e consequentemente menor

concentragdo de lactato sanguineo (Fox ef al., 1991).
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Pilegaard e al. (1999) observaram que o treinamento com alta intensidade induziu o
aumento da capacidade de transporte de acido latico para o musculo, em humanos. Este
resultado sugere que o transporte de lactato muscular pode ser alterado pelo treinamento
intenso, que constitui um importante meio de regulagio do actimulo de acido latico no

musculo.

Parolin ef al. (1999) verificaram, em humanos, que a disparidade entre a produgao
de piruvato através da via glicolitica e sua oxidagdo, provocava um real acumulo de

piruvato e lactato durante os primeiros 15 segundos de exercicio.

3.6 Glicogénio

Henriksson (1995) por meio de um artigo de revisdo, relatou que o treinamento
fisico constante reduz a utilizagdo de glicogénio muscular no exercicio. Tal fato estaria
relacionado principalmente com o aumento adaptativo das mitocondrias musculares, além
de alteragdes na economia de gasto de ATP. Sabe-se que tanto o glicogénio muscular, como
o hepatico tendem a diminuir logo apos o exercicio fisico, tornando a gliconeogénese ainda
mais importante, mesmo levando-se em conta a diminuigdo da utilizagio de glicogénio com

0 decorrer do treinamento fisico (Mazepa et al., 2000).

O glicogénio € um importante substrato energético para o musculo durante o
exercicio, estando a capacidade aerdbia diretamente relacionada com a concentracao de
glicogénio muscular. Desta forma a redugdo de glicogénio ¢ progressiva de acordo com o

tempo de atividade fisica (Goreham e al., 1999; Nielsen et al., 2001).

O treinamento fisico também aumenta a capacidade de armazenamento muscular de
glicogénio, favorecendo o restabelecimento mais rapido apos sessdes de exercicio. Além
disso, o treinamento também €é capaz de aumentar a atividade da enzima glicogénio
sintetase (Azevedo, 1994; Wojtaszewski ef al., 2000). Segundo Wojtaszewski ef al. (2000)
quatro horas apds o exercicio, a concentragdo de glicogénio muscular é 40% inferior em

ratos treinados, quando comparados a ratos sedentarios.
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Musi ez al. (2001) pesquisaram a variag¢do da concentragdo de glicogénio muscular
durante o exercicio fisico de ratos em esteira. Os mesmos verificaram que as concentragoes
de glicogénio muscular diminuem cerca de 24% como decorréncia de uma atividade fisica

moderada, ja uma atividade fisica intensa é capaz de depletar 52% do glicogénio muscular.

3.7 Proteinas séricas e musculares

Durante o exercicio fisico de longa duracfio, ha uma utilizacdo ativa de proteinas.
Estima-se que 5 a 10% da fonte energética necessaria ao desempenho fisico seria suprida
por aminoacidos (Dohm et al. 1987; Lemon & Mullin 1980). A mobiliza¢do protéica
durante o exercicio fisico é resultado da diminuigdo da sintese e do aumento da degradaga@o

de proteina no musculo e figado (Dohm ez al. 1987).

Parreira (1993), trabalhando com ratos treinados, recebendo dietas com variaveis
teores de proteina, ndo encontrou diferenga significativa entre dietas normoprotéicas e
hiperprotéicas para proteina muscular, sugerindo que a quantidade de proteina oferecida

nao aumenta a resisténcia aerobica de atletas.

Gobatto (1993) estudando alteragdes metabolicas decorrentes do treinamento fisico
em ratos desnutridos e recuperados, ndo encontrou diferenca significativa para as
concentragdes de albumina e proteinas totais no plasma. Entretanto, Tassi (1996)
oferecendo diferentes tipos de proteina, porém com semelhante teor protéico, para ratos
treinados, observou diferenca significativa, sendo a dieta com a proteina parcialmente
hidrolisada mais capaz de preservar os niveis de albumina sérica. Tal achado demonstra

uma vantagem da proteina parcialmente hidrolisada em relagdo as outras.
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EFEITO DO PROTEOLISADO DO SORO LACTEO COM GRAU DE
HIDROLISE MEDIO COMO FONTE PROTEICO-ENERGETICA PARA O RATO
EM ATIVIDADE FiSICA

Fernanda Motta Veiga Pimenta

RESUMO

Os carboidratos e gorduras sdo fontes de energia preferenciais para a atividade fisica
de curta duragdo. Ja a utilizagdo das proteinas como fonte energética ocorre
predominantemente durante a realizagio de exercicio fisico de longa duragio, quando as
proteinas sdao mais rapidamente degradadas. A utilizagio de suplementos a base de
carboidratos para atleta ¢ hoje uma pratica comum. Contudo, observa-se também a
introdu¢@o de formulas a base de proteina. Dentre esses suplementos aqueles constituidos
de proteinas do soro do leite tem tido grande destaque, uma vez que possuem excelentes
propriedades funcionais. O presente estudo teve por objetivo verificar a eficacia metabolica
do proteolisado do soro lacteo e do isolado do qual originou, para ratos exercitados. Para o
ensaio bioldgico foram utilizados ratos machos Wistar, de 21 dias, alimentados por 35 dias
com dois tipos de dietas, elaboradas conforme AIN-93G, uma delas contendo o
proteolisado industrial, e a outra, o isolado como fonte protéica. De acordo com o nivel de
atividade os ratos foram divididos em grupos treinados (HT/IT), treinados com exaustdo
(HE/IE), e sedentarios (HS/IS). O experimento foi planejado visando comparar o
desempenho fisico e alguns pardmetros bioquimicos. Ao atingirem aproximadamente 100g
os ratos, ja submetidos a dieta experimental, passaram por um periodo de 8 dias de
adapta¢do ao treinamento fisico. Em seguida permaneceram em treinamento continuo por
14 dias em esteira, com excegdo do grupo controle (sedentarios). Foram avaliados a
evolugdo ponderal, o tempo de exaustdo, o lactato sanguineo, a glicose, albumina, proteinas
séricas totais, o glicogénio muscular e proteina muscular. Observou-se que o ponto de
exaustdo dos animais do grupo H foi atingido depois do I (156+18 min vs. 60+13 min).

Para os niveis de lactato sanguineo foi encontrada diferenca significativa para quase todas



Capitulo 1

as categorias, sendo sempre o p<0,0001, com excegdo dos grupos T € S com p>0,4166.
Para os niveis de albumina e proteinas totais séricas foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos H e I (p<0,001) resultados favoraveis ao grupo H, e somente
para as proteinas totais foi encontrada diferenca também para os grupos T e S (p<0,0025).
Ja para o glicogénio muscular foi encontrada diferenca significativa somente entre 0S
diferentes niveis de atividade fisica, sendo p<0,04. Nao foi encontrada diferenca
significativa para os niveis de proteina muscular (p>0,2084) e glicemia (p>0,0714) para
nenhuma categoria. Os resultados sugerem que a dieta oferecida com o hidrolisado (H) foi
mais eficaz no seu propdsito, proporcionando resultados capazes de promover melhor

desempenho fisico nos animais treinados com tal dieta.

Palavras-chave: dieta, proteina, atividade fisica, hidrolisado, soro de leite.
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ABSTRACT

Carbohydrates and fat are the main sources of energy for short time physical activity. In
contrast, proteins are used as energetic sources predominantly during prolonged activity
After rapid protein degradation, amino acids are used as substrates for energy production.
Intake of carbohydrate-based supplements is currently an extensive practice amongst
athletes. Nevertheless, protein based formulations are now also being prescribed. Among
those, special importance has been given to those based on whey proteins, due to their
superior functional properties. This study aims at verifying the metabolic efficacy of the
whey protein hydrolysates, as well as that of the isolate from which it originates, when
applied to rats undergoing physical activity. For this biological experiment Wistar breed
rats were used. Two dietary formulations were adopted, both in accordance to AIN-93G.
The first is based on hydrolysates, and the other had isolated protein as the main
ingredient. The rats were then divided into several groups, trained (HT/IT), trained to
exhaustion (HE/IE) and sedentary (HS/IS). The experiment was made with the objective
of trying to establish a clear relationship between physical performance and some key
biochemical parameters, characteristic of Wistar rats. When reaching approximately 100g
in weight, the animals, already fed with the experimental diet were introduced to physical
exercise adaptation for 8 days. Later in the experiment, endurance training was conducted
for 14 days with the use of a treadmill, the only exception being the control group
(sedentary rats). A thorough evaluation of weight evolution, time to physical exhaustion
and blood lactate was conducted. Likewise, monitoring of seric glucose, albumin levels,
and total seric proteins was made with the use of specific kits. Through tissue analysis,
determination of the muscular glycogen as well as that of muscular protein was conducted.
The latter two using the gastrocnemious muscle. A clear observation was made of the
longer exhaustion point of the group H animals, in contrast to those from group I (156+18
min vs. 6013 min). For blood lactate levels a significant difference was found for almost
all groups, always with p<0,0001, with the exception of groups T and S with p>0,4166.
For Albumin and total seric protein levels, significant differences were found between
groups H and 1 (p<0,001) in favour of group H, and only for total protein contents a
difference for groups T and S was also found (p<0,0025). With muscular glycogen, a
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significant difference was found for the various kinds of physical activity, with p<0,04.
There was no major difference for muscular protein levels (p>0,2084) and glycemic values
(p>0,0714), for any of the groups. The results suggest that the hydrolysed based diet (H)
was the most efficient, leading to enhanced physical activities for rats under the described

training circumstances.

Key words: diet, protein, physical activity, hydrolysate, whey protein.
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1. INTRODUCAO

O leite contém componentes os quais fornecem elementos nutritivos importantes,
prote¢do imunologica, substancias biologicamente ativas, tanto para 0 neonato Como para o
individuo adulto (Clare & Swaisgood, 2000). Além das excelentes propriedades funcionais
nutricionais, o leite apresenta também importantes propriedades funcionais tecnologicas
como propriedades emulsificantes, solubilidade, geleificagdo, formacdo de espuma e de

biofilmes.

O leite bovino possui aproximadamente 3,25% de proteinas. As proteinas do soro do
leite contribuem com cerca de 20%, e as caseinas com 80% do total. As proteinas do soro
apresentam propriedades fisiologicas importantes, sendo melhor fonte de energia e de
aminoacidos quando comparadas as proteinas do ovo, carne, soja ou até a caseina
(Sgarbieri, 1996). Qualquer fator que altere a digestibilidade das proteinas podera afetar seu
valor nutricional, e dentre os fatores que determinam a qualidade nutricional das proteinas
tem-se a digestibilidade, composi¢io de aminoacidos e a biodisponibilidade. A excelente
eficiéncia nutricional das proteinas do soro do leite ¢ responsavel pelo alto valor biologico

conferido a estas proteinas (Friedman, 1996).

Sabe-se também que as proteinas do soro do leite sdo capazes de aumentar a
resposta imune, possuem agdo antioxidante, e seus aminoacidos sulfurados conferem maior
estabilidade ao DNA, evitando rupturas e rearranjos e, consequentemente, diminuindo a
incidéncia de carcinogénese. Essas proteinas possuem aminoacidos essenciais capazes de
promover uma rapida produgdo de anticorpos, sendo apontadas como moduladoras do

sistema imunologico (Bounous & Gold, 1991; Brink, 1997).

Embora exista pouca fundamentag@o teorica, o interesse quanto ao uso de proteinas
do soro do leite para melhorar a performance do atleta tem sido cada vez maior. Contudo,
ainda hoje n@o se conhece qual a quantidade ideal dessas proteinas a serem ingeridas, ou

mesmo a melhor forma de consumo.

Tassi (1996) realizou estudo utilizando um hidrolisado da a-lactalbumina do soro

do leite e constatou que na forma hidrolisada, essa proteina foi mais eficaz do que a

(g ]
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proteina inteira, quando oferecida para ratos submetidos ao exercicio fisico. Entretanto, a
autora afirmou ser necessario mais pesquisas a respeito da concentragdo ideal do
hidrolisado na dieta, bem como a determinagfo de um periodo minimo de treinamento para

obtencdo de resultados satisfatorios.

Ramos (2001), por sua vez, encontrou que para o rato exercitado, a alimentagido com
proteina do soro de leite hidrolisada com alto grau de hidrolise (~30%) nfio resultou em
diferencas ou vantagens significativas.

Tendo em vista esses dois ultimos estudos, o estudo atual, objetivou investigar a
utilizagdo de um hidrolisado protéico com grau de hidrélise médio (7,8%), sendo utilizado
como forma de controle o isolado protéico de soro lacteo intacto. Este experimento
consistiu em submeter ratos adultos jovens ao treinamento fisico em esteira, tendo como
grupo controle de atividade fisica um grupo sedentério. Sabe-se que as proteinas do soro do
leite possuem propriedades nutricionais superiores a caseina para o individuo em atividade
fisica. O objetivo dessa fase da pesquisa era avaliar as diferencas, se existentes, da
utilizagdo das proteinas do soro de leite com grau de hidréolise médio em relagdo as mesmas

intactas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Ensaio Biologico

O ensaio utilizou 60 ratos albinos machos da linhagem Wistar SPF, recém-
desmamados (21 dias, 57g+5,65), procedentes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais, para efeito de
operacionalizagdo, foram recebidos em dois lotes escalonados de 30. As condigdes
ambientais do Laboratorio foram controladas para proporcionar temperatura e umidade
relativa de 22 + 2°C e 50-60%, respectivamente, e ciclo de luz invertido de 12 horas. Os
animais foram mantidos em gaiolas de crescimento individuais, com dieta ndo purificada de
formula fechada (Nuvital para roedores, Curitiba, Brasil) e agua com livre acesso, até
atingirem aproximadamente 100g. Ao final deste periodo os ratos foram novamente
pesados e submetidos a um periodo de 35 dias de ensaio, sendo os 8 primeiros dias de
adaptagdo a dieta experimental AIN 93-G modificada. A dieta experimental inicial foi

mantida nessa segunda fase.

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagio Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

Figura 1: Gaiola individual de crescimento utilizada na primeira fase do ensaio.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE 29
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Figura 2: Gaiola conjunta utilizada na segunda fase do ensaio.

2.2 Dietas experimentais

Inicialmente os ratos permaneceram em dieta ndo purificada de formula fechada
(Nuvital para roedores, Curitiba, Brasil) por um periodo de uma semana. Posteriormente foi
oferecida a dieta experimental, elaborada de acordo com a formulagio preconizada pelo
American Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993) para dieta AIN-93G, com modificagao
no conteudo de proteina bruta para 12% (Pellet, 1980). A fonte protéica utilizada para o
ensaio foi o isolado protéico do soro de leite de vaca (ALACEN™ 895) e seu hidrolisado

enzimatico (ALATAL™ 817), ambos da NZMP™ (Wellington, N.Z.).

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

isoprotéicas (12%), isoenergéticas e isolipidicas.

O consumo individual de dieta foi monitorado durante a primeira fase do

experimento. Contudo, 0 mesmo procedimento nao pode ser conduzido durante a segunda
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fase, devido ao uso de gaiolas coletivas, para grupos de 5 ratos; este arranjo atendeu as

condigdes de infra-estrutura da fase de treinamento.

2.3 Composicao das dietas

A composi¢ao das dietas experimentais (Tabela 1), bem como das misturas

minerais (Tabela 2) e vitaminicas (Tabela 3) encontram-se a seguir.

Tabela 1- Composi¢do das dietas (g/kg de dieta) utilizadas no ensaio biologico por um

periodo de 35 dias.

Ingredientes Dieta com hidrolisado Dieta com isolado

g g

Amido de milho 475,24 475,24
Amido dextrinizado 151,57 131,57
Sacarose 97,89 97,89
Hidrolisado protéico 13968 0 s
Isolado protéico  ceeee 130,26
Oleo vegetal 39,82 39,82
Fibra 48,89 48,89
Mistura mineral 34,16 34,16
Mistura vitaminica 9,95 9,95
Bitartarato de colina 2.44 2,44
Tert-butilhidroquinona 0,0078 0,0078
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Tabela 2- Composi¢io da mistura mineral (AIN-93G) utilizada na elaboracdo das dietas

experimentais.

Ingrediente Quantidade

(g/kg de mix)
Carbonato de calcio, anidro, 40.04% Ca 357,00
Fosfato de potassio, monobasico, 22.76% P; 28.73% K 250,00
Cloreto de sodio, 39.34 % Na; 60.66% Cl 74,00
Sulfato de potassio, 44.87% K; 18.39% S 46,60
Citrato de potassio, tri-potassio, monoidratado, 36.16% K 28,00
Oxido de magnésio, 60.32% Mg 24,00
Citrato férrico, 16.5% Fe 6,06
Carbonato de zinco, 52.14% Zn 1,65
Carbonato de manganés, 47.79% Mn 0,63
Carbonato cuprico, 57.47% Cu 0,30
lodeto de potassio, 59.3% I 0,01
Selenito de sodio, anidro, 30.03% Se 0,01025
Paramolibdato de amoénia, tetraidratado, 54.34% Mo 0,00795
Metasilicato de sodio, nonaidratado, 9.88% Si 1.45
Sulfato de potassio e cromio dodecaidratado, 10.42% Cr 0,275
Acido bérico, 17.5% B 0,0815
Sodium fluonide, 45.24% F 0,0635
Carbonato de niquel, 45% N1 0,0318
Cloreto de litio, 16.38% Li 0,0174
Vanadato de amonia, 43.55% 0,0066
209,806

Sacarose em po
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Tabela 3- Composi¢do da mistura vitaminica (AIN-93G) utilizada na elaboragdo das dietas

experimentais.
Ingrediente Quantidade
g/kg de mix
Acido Nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio . 1,600
Piridoxina-HCI 0,700
Tiamina-(1 nitrato) 0,645
Riboflavina (a 80%) 0,750
Acido folico 0,200
D-biotina (2% em CaCo3) 1,000
Vitamina B-12 (cianocobalamina) (a 1% em maltodextrina) 0,250
Vitamina E (all-rac-a-tocoferil acetato) (500 Ul/g) 15,000
Vitamina A (all-trans-retinil palmitato) (500.000 Ul/g) 0,800
Vitamina D3 (colecalciferol) (500.000 Ul/g) 0,200
Vitamina K (filoquinona) 0,075
Agucar refinado (ou dextrina) 975,780

2.4 Controle da evolugio ponderal e ingestdo alimentar

Durante o periodo de administragido da dieta comercial os animais foram pesados a
cada 7 dias em balanca eletronica. Apds entrarem em dieta experimental, os ratos foram
pesados a cada 2 dias na primeira fase, objetivando o monitoramento minucioso do ganho
de peso. Durante o periodo de treinamento os ratos voltaram a ser pesados a cada 7 dias,

inclusive no dia do sacrificio.

Com a finalidade de se determinar o balango nitrogenado, foi monitorada a

quantidade de nitrogénio ingerido, através do controle do consumo de dieta, fezes e urina.
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As duas ultimas foram coletadas durante 4 dias, calculando-se o nitrogénio excretado, a

partir do 4° dia ap6s iniciada a dieta experimental.

A determinagio do teor protéico através da obtengdo do nitrogénio das dietas e fezes
foi feita pelo método semi-micro Kjeldahl (Horwitz, 1975) utilizando o fator de conversdo
6,38 para proteina da dieta (FAO, 1970).

O controle da ingestdo alimentar foi feito no periodo em que os ratos estiveram em

gaiolas individuais, através da pesagem dos comedouros em dias alternados.

2.5 Protocolo de treinamento

Primeiramente, foram definidos os grupos de animais a serem treinados e aqueles
sedentarios. Os animais foram separados em 6 grupos, dos quais 3 receberam dieta com o
lactossoro como tUnica fonte protéica, e os outros 3 grupos receberam dieta com o
proteolisado enzimatico como unica fonte protéica. Dos 6 grupos existentes 4 foram
submetidos ao exercicio fisico objetivando a comparag¢do das caracteristicas biologicas
oferecidas pelas duas fontes protéicas, utilizando 2 grupos de ratos sedentarios como forma

de controle conforme indicado no Fluxograma 1.

60 Ratos Wistar
|
{ I
30 ratos 30 ratos
dieta com hidrolisado dieta com isolado
I | | |
10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos
tremados tremados sedentarios tremados tremados sedentarios
sem exaustio com exaustio sem exaustio sem exaustiao com exaustio sem exaustdo
HT HE HS IT 1E Is

Fluxograma 1- Divisio dos grupos experimentais, conforme dieta e atividade fisica.
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Definidos os grupos, os animais em atividade fisica foram submetidos a um periodo
de 8 dias de adaptagdo ao exercicio. Apos a fase de adaptagdo, os ratos iniciaram um

periodo de treinamento fisico por 14 dias, segundo o esquema da Tabela 4 e Fluxograma 2

Tabela 4- Protocolo de treinamento, aplicado durante 22 dias continuos.

Semana N.° de dias Tempo Velocidade
(min) (m/min)
10 3
1 2%
10 10
30 5
1-2 6*
10 10
30 10
2 2
10 15
10 10
2 5
30 15
40 15
3 2
5 20
40 20
3 5
10 25

* periodo de adaptagdo ao exercicio.

sl
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60 ratos

(recebendo dietas experimentais desde uma semana antes do inicio do treinamento)

20 ratos
treinados

x4

10 10
ratos ratos
IT HT

1

Adaptagao
8 dias

20 ratos
sedentarios
10 10
ratos 1atos
IS HS

20 ratos
treinados a exaustdo
10 10
ratos ratos
IE HE
Adaptagao
8 dias

l Treinamento categorias: HT/IT/HE/IE

2 dias
30 minutos velocidade: 10m/mim
10 mimutos velocidade: 15m/min

5 dias
10 minutos velocidade: 10m/mim
30 minutos velocidade: 15m/min

v

2 dias
40 minutos velocidade: 15m/mim
5 mnutos velocidade: 20m/min

3 dias
40 minutos velocidade: 20m/mim
10 minutos velocidade: 25m/min

v

Exaustdo
Categorias: HE/IE
(sacrificio apos 48h)

Fluxograma 2- Protocolo de treinamento utilizado durante o ensaio biologico.
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Dois grupos dos animais previamente treinados, um em dieta com o hidrolisado e
outro com isolado, foram submetidos ao treinamento exaustivo, correndo inicialmente a
25m/min, até atingirem a velocidade de 32,5m/min. O tempo necessario para cada rato
atingir a exaustio foi devidamente registrado, sendo considerada a exaustdo 0 momento em
que o rato ndo mais conseguia sair da base da esteira, permanecendo em choque constante.

Os ratos restantes nao foram submetidos a exaustao.

2.6 Caracteristicas do treinamento fisico

O treinamento fisico ocorreu durante todas as manhas, de Segunda a Segunda, entre
830 e 13:30 horas. Divididos em 6 grupos de 10 ratos cada, 4 grupos eram sempre
submetidos ao treinamento fisico em esteira rolante (Figura 3), enquanto os animais

controle permaneciam em suas gaiolas.

Os ratos passaram por um periodo de adaptagdo ao exercicio, em velocidade mais
baixa, conforme indicado na Tabela 4. Quando em exaustdo na base da esteira, 0s ratos
permaneciam em choque constante. Desta forma, os animais eram estimulados a correr. 0
monitoramento continuo era necessario para evitar que ratos menos adaptados
permanecessem em choque constante, caso ficassem na base da esteira por muito tempo.

Quando isso ocorria, os ratos eram estimulados a retomar o ritmo adequado de treinamento

Figura 3. Esteira rolante utilizada para o treinamento dos animais experimentais.
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2.7 Esquema experimental para o teste de exaustio

Grupos de cinco animais, aleatoriamente removidos das categorias “Isolado” (IE) e
“Hidrolisado” (HE) eram levados para a esteira e submetidos a atividade exaustiva. Mediu-
se o lactato sanguineo em amostras de sangue caudal nestas categorias logo apos a
exaustdo. Os ratos foram sacrificados 48 horas ap6s a exaustdo, para a retirada de tecidos e

determinag@o dos outros parametros.

2.8 Analises das proteinas

Andlise do grau de hidrolise da proteina parcialmente hidrolisada utilizada na

dieta experimental

Para a determinacdo do grau de hidrolise foi utilizado o método TNBS (acido
trinitrobenzenosulfonico), o qual determina a concentragdo de grupos amino primarios

(Adler-Nissen, 1979).

Este método consiste em um ensaio espectrofotométrico que forma um cromoforo

pela reagdo do TNBS com aminas primarias (Anexo 1).

Determinacdo do perfil aminoacidico das fontes protéicas utilizadas nas dietas

Para analise do perfil aminoacidico das proteinas do isolado e de seu hidrolisado
foram retiradas amostras de aproximadamente 32mg, submetidas a hidrolise acida com
solucdo 6N de HCI, sendo a ampola fechada com magarico e colocada em estufa a 110°C,
por 22 horas. Apos retiradas da estufa, as amostras foram resfriadas em temperatura
ambiente, e retiradas da ampola para filtragdo. Do material filtrado, 100uL foram para o
dessecador ligado a uma bomba de vacuo ate a secagem total (3 a 6 horas). Em seguida o
contetido foi diluido para 300uL com o diluente citrato de sédio (pH 2,2). As amostras

foram entdo congeladas até serem injetadas no analisador de aminoacidos.
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A composi¢do qualitativa e quantitativa dos aminoacidos foi feita em cromatografo
Thermo-Separation Products (Riviera Beach, Fla, U.S.A.) com coluna de troca ionica de
resina poliestirénica sulfonada e detecgdo pos-coluna com niridrina (Pickering, Mountain
View, U.S.A.; método de Spackman er al., 1958). Coluna utilizada especifica para
aminoacidos, nimero 1193250, 3mm x 250mm, 8um cation-exchange. O comprimento de
onda utilizado para leitura foi de 570nm e 440nm, este ultimo exclusivamente para a

prolina.

2.9 Métodos e parametros bioquimicos
Dosagem da concentragdo de lactato sanguineo

Para a dosagem de lactato em amostras de sangue obtidas da cauda dos animais foi
utilizado o lactimetro Accusport (Boehringer Mannhein GmbH Biochemica, Alemanha)
(Fell et al., 1998). A fita utilizada para a medi¢do do lactato foi a BM-Lactate (Roche
Diagnostics, GmbH Mannheim, Germany). Para os animais submetidos ao treinamento de
exaustdo, a medi¢do foi realizada logo apds a ultima sessdo de treinamento. Ja para os
animais sedentarios e os treinados sem exaustdo, a coleta do sangue para determinagdo do
lactato foi feita um pouco antes do sacrificio, objetivando-se a comparagdo entre a obtengdo

do lactato em repouso e logo ap6s a exaustdo.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE | 39
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BM-Lactate
—

Tews e L e LRt
weh o

Figura 4: Aparelho utilizado para medi¢do de lactato sanguineo.

Coleta de sangue e tecidos

Apo6s a anestesia com hidrato de cloral (10%), o sangue de cada animal foi obtido
através de pungdo cardiaca e colocado em tubo de vidro sem anticoagulante. Os tubos
contendo sangue dos animais permaneciam no gelo até o momento em que eram
centrifugado a 3000rpm por 10-20 minutos. O soro obtido foi imediatamente congelado em
biofreezer de N> a —195°C. Vale ressaltar que o tempo levado para que o sangue fosse

centrifugado foi inferior a 1 hora do momento de sua coleta.

O musculo utilizado no ensaio foi o gastrocnémio. O musculo foi extraido e
colocado em nitrogénio para congelamento, e depois envolvidos em papel aluminio e

armazenados em biofreezer de nitrogénio, para posterior analise.

Determinagdo de glicogénio muscular

Amostras de gastrocnémio foram retiradas, isolando-se um pedago de
aproximadamente 30mg. As amostras de musculo foram imediatamente transferidas para

um prato de pesagem e toda gordura e tecido conectivo foram removidos com pinga e
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tesoura cirurgica. As amostras foram pesadas numa balanca de tor¢@o de precisdao “Roller-
Smith” e transferidas com pinga tipo forceps para o fundo de um tubo onde ficaram imersos
em 0,5 mL de KOH a 30% saturado com Na,S04.Os tubos eram mantidos em gelo até que

todos fossem preenchidos e iniciada as analises.

A determina¢do de glicogénio muscular foi realizada com base no metodo
empregado por Lo et al. (1970), sendo porém substituido o uso do glicogénio por glicose,
na solugdo glicogénio padrao. Para a determinagdo do teor de glicogénio primeiramente se

faz a extragd@o do glicogénio muscular, e posteriormente a colorimetria.

A descricdo do método aplicado se encontra no Anexo 2.

Determinacdo de glicose sérica

A determinacdo de glicose foi feita utilizando o kit da Laborlab S/A produtos para
laboratorios (Guarulhos, SP), Glicose Liquid Stable, pelo método enzimatico. A leitura foi

feita em espectrofotdmetro em 500nm de comprimento de onda (Henry, 1974).

Determinacdo de proteinas séricas totais e albuminas sericas

A determinagdo de proteinas totais e albuminas séricas foi feita através da utilizagao
do kit PROTAL da Laborlab S/A produtos para laboratoérios (Guarulhos, SP), pelo método
colorimétrico. A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 540nm para proteinas totais, e a

625nm de comprimento de onda para albumina (Doumas ef al., 1971).

Determinacgdo da proteina muscular

A determinagio da proteina muscular foi realizada através do método
colorimétrico empregado por Hartree (1971), em amostras 0midas do musculo

gastrocnémio. Tal método consiste numa variagdo do método de Lowry.

41



Capitulo 1

Para a obten¢do da cor final azul da reagdo que ocorre com a proteina foram
necessarias duas etapas distintas: primeiramente a reagdo da proteina com o cobre em
solugdo alcalina, e depois a redugdo do reagente de Folin, originado de um complexo
azulado. A intensidade da sua coloragdo € diretamente proporcional ao contetido de

proteina.

Os procedimentos realizados encontram-se no Anexo 3.

2.10 Tratamento estatistico

Os resultados foram submetidos a analise estatistica usando o programa
STATISTICA® para ambiente Windows®™, através da analise de varidancia (ANOVA) e

analise das diferengas entre meédias segundo o teste de Tukey, considerando p<0,05 como

critério de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

O treinamento fisico provoca estresse nos animais por causa do choque necessario

para estimular o rato a permanecer correndo.

A utilizagdo da esteira para o treinamento dos ratos demonstrou-se eficaz no seu
propdsito, € o choque localizado na base da esteira muito til na fase inicial de adaptagdo

dos ratos ao exercicio fisico.

A duragdo total do ensaio foi de 35 dias. Tal periodo foi adotado como tempo
minimo para induzir as adaptagdes esperadas, com a obtencdo dos resultados necessarios
para a realizagdo do ensaio seguinte. Utilizou-se entdo somente aquela dieta capaz de
proporcionar os melhores resultados de desempenho fisico nos ratos, com o objetivo de

avaliar o efeito da dieta na recuperagio do animal exaurido.

Grau de hidrolise da proteina

Através da analise por TNBS (Adler-Nissen, 1979), foi verificado o grau de
hidrélise do proteolisado utilizado neste estudo, 0 ALATAL™817. O valor encontrado foi

de 7.80%. O valor mencionado pelo fabricante foi de 10,0%.

Estudo realizado por Ramos (2001) trabalhando com proteina com alto grau de
hidrolise (~30%) observou efeitos positivos em relagio a eficiéncia e sintese protéica,
contudo afirmou que os resultados poderiam ter sido ainda maiores se fosse utilizada uma
proteina com menor grau de hidrélise, pois a concentragio de aminoécidos livres no
produto utilizado pode ter retardado a velocidade de absor¢io dessa fonte protéica. No

estudo atual o desempenho na esteira foi sempre superior para a categoria H (hidrolisado).

Perfil aminoacidico da proteina

UNICAMP
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mg aa/ 100mg de proteina bruta
oD

CYS + MET
VAL
LYS
THE
HIS |
APS
SER
GLU
PRO
GLY

Aminoacidos

B HIDROLISADO B ISOLADO |

Figura 5- Perfil aminoacidico do Hidrolisado e Isolado protéico de soro de leite utilizados

na dieta para os ratos em estudo.

A Figura 5 mostra o perfil aminoacidico das proteinas utilizadas na dieta dos ratos
no estudo. Nota-se que ndo houve grandes variagdes quanto ao fornecimento  de
amino4cidos nas diferentes fontes protéicas. As variagdes foram consistentes com a
premissa de que as fontes protéicas oferecidas se diferenciam apenas quanto a forma fisico-

quimica nas quais 0s aminoacidos se encontravam.
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Evoluc¢do Ponderal

A utilizagdo do hidrolisado com grau de hidrolise médio ndo acarretou diferengas
em relacdo a evolugdo ponderal, quando comparada a proteina intacta. Mas o desempenho

na esteira foi sempre superior para a categoria H.

Durante o periodo de dieta experimental (inicio da 2* semana, até fim da 4* semana)
o crescimento foi considerado suave, continuo e normal, ndo sendo verificada diferen¢a
significativa na evolugdo ponderal (p>0,05) entre os grupos sedentarios e treinados, assim
como entre os dois tipos de proteina administrados. Foi possivel entdo constatar que o
treinamento fisico utilizado ndo foi o suficientemente intenso (acima do limiar anaerdbio)
para causar perturba¢do do apetite. Contudo, mesmo que sem diferenga significativa, o
ganho de peso dos grupos alimentados com o isolado mostrou uma pequena desvantagem
em relagdo aos alimentados com o hidrolisado, nas semanas 3 e 4. Tal fato pode ser
verificado no grafico de evolu¢do ponderal (Figura 6). Uma possivel explica¢do para esta
diferenga poderia ser a maior velocidade de absor¢do, e a mais acelerada sintese de
proteinas e de substratos energéticos que o hidrolisado pode promover, como foi observado

por Boza et al. (2000) em animais submetidos a privacdo alimentar.

250 -
200 -
150 -

100 -

Ganho de peso (g)

50 ¥ . .
| 2 3 4

W -

Semanas, numero indica inicio de cada semana

Figura 6- Evolucdo ponderal de Ratos Wistar alimentados com dietas experimentais
durante o ensaio de 35 dias. HT: hidrolisado treinado, IT: isolado treinado, HS:
hidrolisado sedentario, IS: isolado sedentario, HE: hidrolisado exaustio, IE: isolado

exaustdo.
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O treinamento fisico intenso € capaz de provocar diminui¢do do apetite (Stevenson,
1967: Oscai ef al., 1972; Parreira, 1993). Quando executado agudamente, o exercicio
também pode ser um agente causador de estresse (Azevedo, 1994). Ambos os resultados
implicariam em altera¢des indesejaveis no sistema fisiologico neste caso. Stevenson (1967)
sugere que a diminui¢do da ingestdo alimentar ocorre porque o exercicio fisico intenso ¢
capaz de estimular a quebra de glicogénio hepatico, elevando a glicemia plasmatica, e dessa
forma gerando perda do apetite. O treinamento intermitente muitas vezes € mais intenso,
pois consiste em sessdes de curta duragdo, porém com velocidades maiores. Em
treinamentos intensos © consumo alimentar, bem como o ganho de peso, sao
freqiientemente inferiores nos grupos de animais treinados, podendo também haver

alteragdes bioquimicas e teciduais indesejaveis.

A despeito disso, neste estudo trabalhou-se com o treinamento continuo (realizado
em velocidades sub-maximas e crescentes) (Molnar, 2000), o que de fato ndo provoca
alteragdes no apetite (Stevenson, 1967), evitando-se qualquer interferéncia indesejavel no
consumo alimentar. Na auséncia de interferéncia entre o exercicio e o apetite em todos os
grupos, é possivel se estabelecer uma comparagdo mais fidedigna com relagdo a dieta entre

os grupos sedentarios e treinados (Se T).

Balango Nitrogenado

Como esperado, as dietas elaboradas com o isolado e com o hidrolisado mostraram
balangos de nitrogénio positivos, sendo de 19,25g+1,56 para a dieta com o hidrolisado; €
10,98g+2.43 para dieta com o isolado. Esta diferenga, significativa (p<0,0002), foi
registrada justamente no periodo em que os animais consumindo o isolado mostraram uma
queda temporaria no crescimento (semanas 3 e 4). Nao existe garantia de que as dietas
continuem a mostrar tanta diferenca na capacidade de promover o crescimento do animal
com o passar do tempo. De fato, parece haver um processo adaptativo do animal entre a 4"

e a 5" semanas, levando a uma equiparag@o das duas dietas, a partir do final da 4" semana.
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Ponto de exaustdo e treinamento fisico

Foram levados ao treinamento exaustivo o grupo de ratos treinados consumindo o
isolado (IE) e o da dieta com o proteolisado (HE), com a finalidade de comparar o
desempenho fisico em fungéo das dietas. Os grupos restantes foram poupados do exercicio

exaustivo para permanecerem como controle.

O tempo de exaustdo, considerado como o momento em que o rato ndo mais
consegue se esquivar do choque constante, foi significativamente maior para os animais
que receberam a dieta com o proteolisado (156+18 min), do que para os que receberam o
isolado (60+13min). Embora, ndo tenha sido observado problema maior na adaptagdo dos
ratos ao treinamento, alguns animais mostraram certa dificuldade em se adaptar ao
exercicio fisico, principalmente os do grupo em dieta com o isolado intacto. Esses ratos
foram acompanhados de forma a se evitar a permanéncia no choque constante pois esse tipo

de estresse ndo era desejado.

1E

' mIE
mHE
HE
- 5
0 50 100 150 200
tempo (min)

Figura 7- Os tempos médios de exaustdo no teste fisico final (IE: isolado exaustao,

HE: hidrolisado exaustdo).

Os tempos médios de exaustdo no teste fisico final mostram a vantagem

proporcionada pelo hidrolisado. O fato de o ponto de exaustio para os ratos do grupo H ser
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2.6x superior ao alcangado pelos ratos da categoria I é um resultado da ac¢do conjunta da
dieta e o treinamento. Embora nio seja possivel diferenciar ou separar os dois efeitos, os
dados nos permitem concluir que as proteinas parcialmente hidrolisadas do lactossoro
contribuiram para estender a capacidade natural da performance fisica do animal,

independente de se a mesma foi potenciada pelo treinamento ou ndo.

A maior resisténcia dos animais que consumiram a dieta com a proteina hidrolisada
¢ um achado até a presente data ndo encontrado na literatura. Essa diferenga pode estar
relacionada com a maior taxa de sintese pds-prandial de proteinas que, segundo o tipo ¢
forma dos aminoacidos existentes na fonte protéica, pode ser promovido por uma ingestdo-
digestdo-absor¢do rapida de aminoacidos (Boirie, 1997, Boza et al., 2000). Se o
proteolisado tende a ser digerido e absorvido mais rapidamente, tal associa¢do poderia
explicar, a0 menos em parte, a maior eficiéncia dessa dieta quando comparada a dieta com

a proteina intacta.

Foi sugerido por Tassi, (1996) em experiéncia com ratos submetidos a natag¢do e
alimentados com dietas contendo «-lactalbumina ¢ um hidrolisado enzimatico, que os
proteolisados enzimaticos na alimentagdo trazem vantagem fisica ao rato exercitado, em
relagdlo as proteinas intactas. Entretanto, experiéncias semelhantes realizadas
posteriormente com o hidrolisado das proteinas conjuntas do lactossoro bovino ndo
confirmaram tais observa¢des (Ramos, 2001). A explicagdo para tal divergéncia de
resultados aparentemente esta no tamanho dos peptideos que compdem os hidrolisados. As
proteinas utilizadas por Ramos (2001) eram de grau de hidrélise elevado (~30%), enquanto
que a o-lactalbumina utilizada por Tassi (1996) tinha um grau de hidrdlise de
aproximadamente 15%. O proteolisado utilizado no presente experimento possuia 7,8%,

bem menor que o grau da proteina adotada por Ramos (2001).

Determinacgoes Sanguineas

A Tabela 5 mostra os resultados das determinagdes sanguineas de glicose, lactato,

albuminas e proteinas séricas totais, para os diferentes grupos trabalhados.
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Tabela 5 — Pardmetros sanguineos' obtidos para os diferentes grupos’ de ratos.

Atividade Fisica—> Treinados (T) Sedentarios (S) Exaustao (E)
Dieta— H I H | H |
Glicose 117,90° 113,30® 101,15° 118,14%® 112,90°  126,94%
(mg/100 mL) (17,56) (16,46) (13,10) (28,57) (16,78) (14,77)
Lactato’ 1,5¢ o) 123" 2.2¢ 4.4* 51°
(nmol/L) (0,2) (0,3) (0,2) (0,6) 0.4 (0,2)
Albumina 4,42° 3,08  3,99° 307°  4,08® 322°
(g/dL) (0,34  (022) (0,35  (031)  (034) (0,31)
Proteinas séricas totais ~ 6,77° 6.05°  6,03° 5,72 6,79° 5.46°
(g/dL) (038)  (0,46) (0,45  (0,48)  (0,54) (0,53)

TValores correspondem as médias e desvio padrdo (parénteses) de 10 animais por grupo. ° v << diferenca
significativa segundo teste Tukey.

2 HT- hidrolisado treinado. IT: isolado treinado, HS: hidrolisado sedentario, IS: isolado sedentirio, HE:
hidrolisado exaustdo. IE: isolado exaustdo. Apenas os dados de lactato sdo imediatamente post mortem, 0s
demais. ap0s 48 horas de recuperagao.

3 Valores correspondem aos niveis determinados por ocasido do teste de exaustdo para 0s grupos HEe¢IE .

Nota-se que os parametros dos animais submetidos o exercicio exaustivo foram, de
um modo geral, mais elevados. Embora as variagdes observadas entre o grupo HE e IE nao
tenham sido significativas, o resultado pode ser considerado favoravel ao primeiro,
justamente por causa de os animais do grupo HE terem se recuperado de um trabalhado 2,6
vezes mais do que os do grupo IE, em fungao do mais prolongado tempo de chegada a

exaustdo.
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Glicose sérica

As diferengas observadas nas glicemias dos ratos em resposta as dietas, segundo a
analise de varidncia, foram pouco significativas (p>0,0714), sendo a glicemia dos ratos em
estudo semelhante para os dois tipos de dieta, independente do nivel de atividade. Houve
apenas uma diferenca numérica na glicemia dos ratos sedentarios (Tabela 5). Tassi (1996),
verificou diferenga entre os resultados dos ratos que consumiram dieta com o hidrolisado,
sendo para esses os niveis de glicose sérica sempre maiores que dos ratos alimentados com
a proteina intacta, ou que a caseina. Porém, em seu estudo, essa autora determinou todos
seus parametros logo em seguida da exaustdo. No estudo atual, os ratos foram sacrificados
48 horas apos a tltima sessdo de exercicio exaustivo, logo, esses resultados nio devem ser
considerados conflitantes. Ramos (2001) também ndo verificou diferencga significativa para
os niveis de glicose (24h apos a exausto), entre os grupos de ratos em treinamento fisico
submetidos a dieta com concentrado protéico de soro de leite, e seu hidrolisado de grau de

hidrélise alto.

Lactato Sanguineo

A dieta com o hidrolisado protéico de soro de leite proporcionou um menor
acumulo de lactato sanguineo, quando comparada aos resultados obtidos pela dieta com a
proteina intacta p=0,0001. Para os diferentes niveis de atividade fisica, foi encontrada
diferenca significativa em relagdo aos ratos que foram para o treinamento exaustivo
p=0,0001. Mas n@o entre os sedentarios e treinados sem exaustio (p>0,4166), conforme

esperado.

As determina¢des de lactato sanguineo evidenciaram niveis mais altos de lactato
para aqueles ratos pertencentes a categoria E, confirmando a relagdo conhecida entre a

fadiga e a elevacao dos niveis de lactato sanguineo. (Tabela 5).

Com relagdo aos tipos de dietas oferecidas, nota-se que as concentra¢des de lactato,
independentemente do nivel de atividade fisica eram sempre menores nos ratos alimentados

com o hidrolisado. Sabe-se que o treinamento fisico submaximo reduz as concentracdes de
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acido latico para uma mesma carga de trabalho. No entanto, tal achado sugere uma

adaptagio melhor desse grupo, em func¢do da dieta oferecida com o hidrolisado.

A manuteng¢do de niveis baixos de 4cido latico é benéfica para o desempenho do
individuo no exercicio fisico. Sumida et al. (1983), trabalhando com ratos treinados,
observaram uma capacidade aumentada, em torno de 25%, para sintese de glicose a partir

de lactato.

Gallani (1995) também verificou elevag¢do significantemente menor nos niveis de
lactato sanguineo nos ratos treinados, em comparagdo com sedentarios. Comprovando o
fato de que o exercicio fisico constante contribui para a adaptagdo, resultando em menor

acimulo de lactato pelo muisculo durante a atividade de contragao.

Os ratos da categoria I deste estudo tiveram valores de lactato superiores aos H, ¢
no treinamento exaustivo ambos foram submetidos @ mesma sobrecarga de exercicio, sendo
que os animais I atingiram a exaustdo antes que os do grupo H. O nivel mais baixo de
lactato para os ratos do grupo HE, pode ter sido a causa de a exaustdo ter ocorrido em

tempos mais dilatados neste grupo.

Albumina e proteinas séricas totais

A realizagdo do teste de Tukey, evidenciou intera¢do sempre significativa entre
estas duas variaveis, atividade fisica e dietas (p<0,042). A dieta com o hidrolisado, porém,
foi mais eficaz em manter os niveis de albumina sérica (p=0,001, Tukey com relagdo a
dieta). Ja a dieta com o isolado nédo foi capaz de preservar os niveis de albumina, havendo
uma diferenca significativa dentro de cada uma das categorias (T, S ¢ E). A anélise de
variancia realizada para atividade fisica nio demonstrou diferenca significativa entre os

diversos niveis (p>0,0949).

Observa-se também que os animais que consumiram a dieta com o hidrolisado
acumularam maiores reservas de albumina sérica do que aqueles que consumiram o

isolado, independente de serem treinados ou ndo. Esta afirma¢do foi verdadeira também
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para os animais submetidos ao teste de exaustfio, ou seja, o consumo do hidrolisado foi
altamente favoravel ao desenvolvimento melhores estoques de albumina sérica, mesmo

com auséncia de treinamento fisico.

Tassi (1996), trabalhando com ratos treinados submetidos a dietas com caseina,
proteina o-lactalbumina intacta e hidrolisada, observou valores superiores de albumina
sérica para os ratos alimentados com o hidrolisado. O presente estudo também verificou
que a dieta com o hidrolisado foi sempre mais eficaz em preservar os niveis de albumina

sérica, mesmo depois de um periodo de recuperagdo de 48h.
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Figura 8- Concentra¢do de albumina sérica (g/dL) nos diferentes grupos de atividade fisica
e dietas. HT: hidrolisado treinado, IT: isolado treinado, HS: hidrolisado sedentario, IS:

isolado sedentario, HE: hidrolisado exaustio, IE: isolado exaustdo.

Observa¢do semelhante aquela feita para a albumina, foi feita para as proteinas
séricas totais (Tabela 5, Figura 9). A dieta com o hidrolisado preservou os niveis de
proteina totais, j4 a dieta com o isolado ndo atingiu tal beneficio, havendo diferenca

significativa (p=0,0001).
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Em relacdo a atividade fisica s6 houve diferenga significativa entre ratos treinados e

sedentarios (p= 0,0025; p>0,2492 para os demais).

O teste de Tukey revelou diferengas entre os grupos em dieta com o hidrolisado e
isolado para aqueles em treinamento, € submetidos a exaustdo(p<0,016), ja entre os

sedentérios ndo houve diferenca significativa para os diferentes tipos de dieta (p>0,070).

Parreira (1993), trabalhando com ratos exercitados em dietas com diferentes teores
de proteina, apesar de ndo encontrar diferencas significativas em seu estudo, observou que
os ratos em dieta hipoprotéica apresentavam sempre niveis de albumina e proteinas séricas

inferiores.
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Figura 9- Concentragdo de proteinas scricas totais (mg/dL) nos diferentes grupos de
atividade fisica e dietas. HT: hidrolisado treinado, IT: isolado treinado, HS: hidrolisado

sedentério, IS: isolado sedentério, HE: hidrolisado exaustao, IE: isolado exaustdo.

Determinacades teciduais

Os valores médios dos teores de glicogénio muscular e proteina muscular, obtidos a
partir de amostras de tecidos de animais treinados e sedentérios, submetidos a dois

diferentes tipos de dieta, estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros musculares' obtidos para os diferentes grupos’ de ratos.

Atividade Fisica— Treinados Sedentarios Exaustao
Dieta— H | H | H |
Glicogénio muscular ~ 0,10* 0,10 0,07  0,06" 0,10* 0,08
(mg/100mg) (0,01) (0,04) (0,02)  (0,02)  (0,02) (0.03)
Proteina muscular 1,258 1.20* t. 23" 1,20° 1,22* 1,20°
(mg/100mg) (0,07) (0,08) (0,10)  (0,13)  (0,08) (0,11)

' Valores correspondem as médias ¢ desvio padrdo (parénteses) de 10 animais por grupo. * ° diferenca
§i gnificativa segundo teste Tukey.

~ HT: hidrolisado treinado. IT: isolado treinado, HS: hidrolisado sedentdrio, IS: isolado sedentario. HE:
hidrolisado exaustdo, TE: isolado exaustio. Apenas os dados de lactato sdo imediatamente post mortem. os
demais. apos 48 horas de recuperagio.

Glicogénio muscular

No que tange aos tipos de dietas oferecidas, apos o periodo de recuperacéo, nio foi
verificada diferenca estatistica entre os grupos, sendo o p da ANOVA=0,2062 para essa
variavel. No entanto, para os diferentes niveis de atividade fisica houve diferenga
significativa na analise de varidncia entre IS, HT e HE sendo p<0,04, segundo o teste

Tukey.

A deple¢do de glicogénio depende da intensidade e dura¢do do exercicio imposto.
Contudo, o treinamento por longos periodos tende a promover alteragdes metabolicas
classicas, resultando na formagio de maiores estoques de glicogénio muscular em grupos
treinados, em relagdo a animais sedentarios (Azevedo, 1994). Os resultados obtidos sdo

consistentes com o fato de que animais treinados tendem a apresentar valores mais elevados
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de glicogénio muscular apds a exaustdo, em comparagdo com aqueles sedentarios (Tabela

6).

Apos 48h de recuperagdo, mesmo sem diferenga significativa, o estudo atual
também verificou que a dieta contendo o hidrolisado foi mais eficaz em preservar os niveis

de glicogénio muscular do que aqueles alimentados com o isolado intacto.

Imediatamente apos o teste exaustivo, os niveis de glicogénio muscular estao
normalmente baixos, no entanto a existéncia de uma proteina hidrolisada na alimentacdo
pode amenizar as perdas dos estoques. Tassi (1996) atribuiu a maior concentragao de
glicogénio muscular pos-exaustdo encontrada no grupo consumindo dieta com o
hidrolisado, a uma gliconeogénese hepatica aumentada, que pouparia o glicogénio muscular

e liberaria mais glicose para o plasma.

O presente estudo apresenta concordancia com o estudo realizado por Gobatto
(1993) e Host et al. (1998), no sentido de que as concentragdes de glicogénio muscular,

foram sempre mais baixas, para as categorias T e E, em relagdo a categoria S.

Proteina muscular

Apos um periodo de recuperagdo de 48h, os niveis de proteina muscular, por grama
de musculo, ndo mostraram altera¢do em fungdo da dieta, assim como tampouco sofreram
alteragdo pela atividade fisica, sendo sempre p>0,2084. Entretanto, os resultados da massa
muscular total indicaram que o hidrolisado teve um efeito positivo, quase significativo pelo
critério padrio de significancia (p=0,0524), como indicado pelas quantidades de proteina
do musculo gastrocnémio inteiro (Figura 10). As proteinas do soro lacteo sdo conhecidas
por terem um efeito estimulador do aumento da massa muscular, em relagdo ao exercicio
fisico. Agin e al. (2001), trabalhando com portadores do HIV submetidos a atividade fisica
e em dieta com o soro lacteo, observaram aumento no conteido de massa muscular em
fung¢do da alimentagdo com o soro lacteo. Com os resultados do estudo atual, € possivel

afirmar que se as proteinas do soro lacteo sdo, ao menos em parte, responsaveis pelo efeito

tn
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estimulador do desenvolvimento da massa muscular, as parcialmente hidrolisadas sdo ainda

mais efetivas.

Figura 10- Contetudo de massa muscular (total do tecido) para os diferentes tipos de

dieta.

Parreira (1993), trabalhando com animais treinados e sedentarios, com dietas com
diferentes teores de proteina, obteve elevagdo significativa para proteina muscular somente

para os ratos alimentados com dieta hiperprotéica e treinados.

Tassi (1996) e Ramos (2001) ndo observaram diferengas significativas no contetido
muscular de proteinas para os diferentes tipos de dietas, nem tampouco para os diferentes
niveis de atividade fisica. O presente estudo também ndo verificou diferengas significativas
do contetido de proteina muscular por grama de musculo (teor protéico), apesar de os
valores para os ratos em dieta H terem sido sempre superiores aos dos ratos em dieta L.
Tendo em vista que, mesmo em caso de desgaste (wasting), a composi¢io do musculo
poderia permanecer constante, foi de interesse examinar a possibilidade de alteragdo da
massa muscular total. Neste sentido, as determina¢des de proteina na peca inteira dos
gastrocnémios evidenciaram diferengas sensiveis. Tal fato indica que o consumo do
hidrolisado resultou em aumentos significativos (p=0,0524) da massa muscular, em niveis

de probabilidade ligeiramente superiores ao do critério padrio.

56



Capitulo 1

4. CONCLUSOES
Os dados apresentados neste trabalho permitem chegar as seguintes conclusdes:

¥ A dieta com o hidrolisado (H) protéico de grau de hidrolise médio foi mais
eficaz em promover um melhor desempenho fisico em animais treinados, como foi

evidenciado pela resisténcia a exaustdo.

2. Foi constatado que a ingestdo dos produtos da hidrolise parcial das proteinas
do soro lacteo promove alteragdes metabolicas capazes de reduzir as concentragdes de

lactato sanguineo.

5. Apos recuperagio dos animais por 48 horas, ndo foram detectadas diferencas

significativas nos niveis glicémicos.

4. Os niveis séricos de albumina e proteinas totais mostraram diferencas
altamente favoraveis em fungio do hidrolisado (H). O animal alimentado com o hidrolisado
desenvolveu maiores estoques de albumina sérica, os quais se mantiveram sempre mais
elevados, mesmo depois da exaustdo fisica. Efeito semelhante foi observado para as

proteinas totais, excetuando-se o grupo sedentario.

8. Embora as dietas ndo tenham apresentado influéncia no teor de glicogénio,
apos o periodo de recuperagdo, o nivel de atividade mostrou claramente que os animais

sedentarios formaram menores estoques de glicogénio muscular.

6. Nio se encontrou diferenga qualquer no teor protéico (composi¢ao) muscular
entre os diversos tratamentos. Entretanto, os teores encontrados no gastrocnémio inteiro,
indicaram que houve um aumento ndo desprezivel na massa muscular do rato alimentado

com o hidrolisado.

7. Por outro lado, o consumo do hidrolisado do soro de leite bovino por um
periodo de quatro semanas nao parece ter ocasionado alteragdes desfavoraveis no
metabolismo protéico, como testemunhado pelos pardmetros avaliados, a nao ser um
aumento na capacidade do animal de utilizar a proteina semi-digerida, traduzindo-se numa

maior performance fisica transitona.
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CAPACIDADE DE RECUPERACAO DO RATO FISICAMENTE
EXAURIDO QUANDO ALIMENTADO COM O PROTEOLISADO DO SORO
LACTEO COM GRAU DE HIDROLISE MEDIO

Fernanda Motta Veiga Pimenta
RESUMO

As proteinas do soro do leite sdo tidas como proteinas de rapida absorgio e
metabolismo, o que justifica a sua possivel utilizagdo como suplemento para a alimentacio
de atletas. O presente estudo teve por objetivo verificar a eficacia metabdlica do
proteolisado do soro lacteo na otimizagdo do desempenho fisico, determinada pela
capacidade de recuperagdo do animal exaurido. Sabe-se que as proteinas do soro de leite
vém recentemente sendo amplamente utilizadas por atletas, em fungdo de seu alto valor
biologico. Contudo, ndo se sabe ainda o melhor grau de hidrolise dessas proteinas capaz de
proporcionar resultados benéficos ao exercicio fisico. Para este ensaio bioldgico foram
utilizados ratos Wistar, a dieta foi elaborada de acordo com as normas da AIN-93G
modificada. O Experimento foi planejado visando comparar o desempenho fisico e alguns
parametros bioquimicos de grupos de ratos Wistar. Ao atingirem aproximadamente 100g,
os ratos foram submetidos a dieta experimental, e permaneceram durante um periodo de 9
semanas em treinamento continuo (endurance) em esteira, sendo o grupo controle
constituido de ratos sedentarios. Apos periodo de treinamento os ratos foram submetidos a
exaustao e a capacidade de recuperagdo do animal exaurido foi avaliada. Para analise foram
monitorados a evolucdo ponderal, o tempo de exaustdo, lactato sanguineo, e através de kits
laboratoriais, a glicose sérica, albumina e proteinas séricas totais. Em analise tecidual foi
medido o glicogénio muscular (gastrocnémio e soleo) e proteina muscular (gastrocnémio).
Observou-se que o ponto de exaustao dos animais da categoria treinados (T) foi atingido
bem depois da categoria sedentarios (S) (79£16 vs. 42+14 min, respectivamente). Em
relagdo aos niveis de glicose, nao houve variagio significativa entre categorias (p>0,1784).
Quanto aos niveis de lactato sanguineo foi encontrada diferenca significativa para as

categorias ndo submetidas ao treinamento exaustivo (p<0,0002), quando comparadas
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aquelas levadas ao treinamento exaustivo, com valores bastante proximos (p>0,1192). Para
o0s niveis de albumina e proteinas séricas totais, nio foram encontradas diferencas
significativas entre as categorias TM e TER48 (p=1; p=0,356 respectivamente). Para o
glicogénio muscular houve diferengas entre os dados obtidos no gastrocnémio e soleo, em
funcdo das diferentes fibras musculares e fungdes. Para o gastrocnémio as médias variaram
muito entre diferentes tratamentos, sendo sempre p<0,0008, os resultados tendem a
favorecer o grupo em dieta com o hidrolisado . Quanto ao soleo, apos 24 horas do exercicio
exaustivo os ratos possuiam valores médios de glicogénio muscular proximos aos daqueles
ndo exauridos (p=0,125). Nao foram encontradas diferencas significativas para os niveis de
proteina muscular (p >0,7421). Os resultados sugerem que a dieta com o proteolisado de
grau de hidrolise médio foi capaz de promover uma recuperagdo 48 horas apoOs exercicio
exaustivo e que o treinamento fisico foi suficientemente intenso para produzir alteragdes

metabdlicas referentes a utiliza¢do de substratos energéticos.

Paravras-chave: performance fisica, proteina do soro, hidrolisado, ratos, recuperagao.
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ABSTRACT

Whey proteins are known to have rapid absorption and metabolism, which in itself
is a good reason for its use as a food supplement for athletes. The present study is aimed at
verifying the metabolic efficiency of the whey protein hydrolysates in order to optimise
physical performance, determined by the recovery capacity of exhausted experimental
animals. It is known that these milk proteins have already been used by athletes because of
their high biological value. Nevertheless the optimum hydrolysis level of these proteins to
maximise their benefits, during physical exercise is not yet known. For this biological
experiment Wistar rats were used, fed with a modified diet in accordance to the AIN-93G
norm. The study was planned with the aim of comparing the physical performance and
some biochemical parameters of segregated groups of Wistar rats. When achieving
approximately 100g, the animals were submitted to the experimental diet and continuous
training (endurance) in a treadmill for 9 weeks, with a control group consisting of sedentary
rats. After the training period, they were then taken to exhaustion in order to evaluate their
capacity to recover. For such evaluation a series of key analysis were carried out, such as
the weight evolution, time to reach exhaustion, blood lactate, seric glucose and total seric
proteins and albumin. Muscular glycogen and protein were determined through the
analysis of collected tissues from the Soleum and Gastroctnemius muscles. A positive
observation was made on the longer time to exhaustion reached by the trained group (T), as
opposed to a shorter period displayed by the sedentary rats (S) (79+16 vs. 42+14 min,
respectively). In relation to glucose levels, there was no expressive difference between the
groups (p>0,1784). As for blood lactate levels, a significant difference was found for the
groups not exposed to exhaustive training (p<0,0002), with similar levels between those
exposed to such training (»>0,1192). Total seric albumin and Protein levels, did not differ
between groups TM and TER48 (p=1; p=0,356 respectively). For muscular glycogen there
were differences between data analysed from Soleum and Gastrocnemius muscles, because
of the distinct fibres and muscular functions. In Gastrocnemius tissues the averages had
great dispersions between the different treatments, with p<0,0008 always. As far as the
Soleum muscle was concerned, after 24 hours exhausting treatment the animals had

average levels of muscular glycogen very similar to those of the rats not submitted to such
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training (p=0,125). No significant difference was found for muscular proteins (p>0,7421).
These results suggest that the diet based on the whey protein with a medium hydrolysis
level was able to promote a full recovery after 48 hours from exhaustive training.
Furthermore the physical training was sufficiently intense to produce metabolic alterations

relating to the use of energetic substrates.

Key words: physical performance, whey protein, hydrolysate, rats, recovery.
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1. INTRODUCAO

O papel das proteinas, como fonte energéticas para atletas, por muito tempo foi
relegado a um segundo plano, e em contrapartida muito se estudava sobre o efeito dos
carboidratos e lipideos no exercicio fisico. Contudo, com o passar dos anos, o interesse
pelas proteinas foi aumentando, e hoje, o papel das proteinas ja ¢ amplamente reconhecido.
Mais recentemente, as proteinas do soro do leite tem sido bastante estudadas, e ndo mais

tém sido consideradas como produto para descarte (Lemom, 1995; MclIntosh ez al., 1998).

O treinamento fisico continuo em animais de laboratorio promove adaptacdes
musculares. Desta forma, os musculos dos animais exercitados se tornam mais resistentes
ao estresse causado pelo exercicio, do que musculos de animais sedentarios (Hermano &

Manso, 1997).

O consumo da proteina de soro de leite hidrolisada tem sido associado a melhor
capacidade de preservar o glicogénio muscular, glicose e albumina sérica, para ratos em
atividade fisica (Tassi, 1996). Uma provavel explica¢do para tal fato seria a velocidade com

que essas proteinas sao digeridas e absorvidas pelo intestino.

Van Loon et al. (2000) verificaram que a ingest3o de proteina hidrolisada do soro de
leite e carboidrato proporcionaram um aumento nos niveis de insulina, em comparag¢ao com

o grupo controle, suplementado somente com carboidrato.

A eficacia das proteinas do soro do leite em relagdo a outras fontes protéicas para a
atividade fisica ja foi devidamente comprovada. As dividas ainda existentes tangem a
melhor forma de se oferecer tais proteinas. No artigo 1 deste mesmo estudo, foi realizada
uma pesquisa comparando a utilizag@o das proteinas do soro intactas e hidrolisadas, durante
o exercicio fisico. A partir dos resultados obtidos foi elaborado um segundo ensaio
biologico, descrito no atual capitulo, utilizando-se somente a proteina hidrolisada, uma vez

comprovada sua superioridade frente a sua forma intacta.

O exercicio intenso proporciona um aumento na sintese de proteina muscular, bem

como a degradagao desta mesma proteina no pos exercicio. Estudos recentes tém
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demonstrado no entanto que a suplementagdo de proteinas acarreta em um aumento ainda
melhor no balango entre sintese e degradagdo de proteinas musculares pos exercicio (Tipton

etal., 1999).

Um fator importante quando se estuda a influéncia da dieta no desempenho fisico €
0 tempo necessario para que tal resultado seja obtido. Ramos (2001) trabalhando com as
proteinas do soro de leite com alto grau de hidrolise e atividade fisica por um curto periodo,
nao encontrou resultados significativos que pudessem relacionar o beneficio do segundo
pardmetro em relagio ao primeiro. O autor sugeriu que pesquisas por periodos mais

prolongados fossem realizadas.

Partindo dessa premissa, o estudo atual utilizou um protocolo de treinamento mais

longo, adotado anteriormente por Zoppi (1999).

Este experimento consistiu em submeter ratos ao treinamento esportivo em esteira,
tendo como controle de atividade fisica o grupo sedentario. Ao final do periodo de
treinamento os ratos foram submetidos ao exercicio exaustivo. A recuperagio foi avaliada
apos 24 e 48 horas em resposta a utiliza¢do do hidrolisado protéico do soro lacteo com grau

de hidrélise médio, como tnica fonte de proteina da dieta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Ensaio Biologico

O ensaio utithzou 60 ratos albinos machos da linhagem Wistar SPF, recém-
desmamados (28 dias, 78,5g*16), procedentes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As condigdes ambientais do Laboratorio
foram controladas para proporcionar temperatura e umidade relativa de 22 + 2°C e 50-60%,
respectivamente, e ciclo de luz invertido de 12 horas. Os animais foram mantidos em
gaiolas de crescimento individuais, com dieta ndo purificada de formula fechada (Nuvital
para roedores, Curitiba, Brasil) e d4gua com livre acesso, até atingirem aproximadamente
100g. Ateé este periodo os ratos permaneceram no biotério do Departamento de
Planejamento Alimentar e Nutricdio (DEPAN/ UNICAMP) e durante as 9 semanas
seguintes os ratos permaneceram no biotério do laboratorio de bioquimica do exercicio (5
ratos por gaiola, Instituto de Biologia, UNICAMP), para o treinamento e testes de atividade
fisica. Ao serem transferidos para o Instituto de Biologia os ratos foram novamente pesados
e submetidos a um periodo de 9 semanas de ensaio, sendo os 7 primeiros dias para
adaptacdo a dieta experimental AIN 93-G modificada.. O periodo total de ensaio biologico
foi de 10 semanas. O experimento foi aprovado pela Comissio de Etica na Experimentagdo

Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas UNICAMP.
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i

Figuras 2 e 3. Gaiolas conjuntas, nas quais os ratos permaneceram na segunda fase do

ensaio.

2.2 Dietas experimentais

Foi oferecida a dieta experimental, elaborada de acordo com a formulagao
preconizada pelo American Institute of Nutrition (Reeves ef al., 1993) para dieta AIN-93G,
com modificagdo no conteido de proteina bruta para 12% (Pellet, 1980). A fonte proteica
utilizada para o ensaio foi o proteolisado do soro de leite de vaca (ALATAL™ 817), da
NZMP™, fornecedor global de ingredientes lacteos (Wellington, N.Z.), contendo um grau

de hidrolise de 7,8% (GH medio).
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A escolha por se trabalhar com esse proteolisado originou de trabalho anterior, com
a mesma proteina, € que constatou que a dieta com o hidrolisado foi mais eficaz em
promover um melhor desempenho fisico nos animais treinados com tal dieta, como
evidenciado pela resisténcia a exaustdo, bem como pelas desejaveis alteragdes metabolicas
obtidas. Assim sendo, esse segundo ensaio foi realizado somente com a proteina capaz de

proporcionar melhores resultados ao animal treinado.

2.3 Composicao das dietas

A composi¢@o da dieta experimental (Tabela 1), bem como da mistura mineral

(Tabela 2)e vitaminica (Tabela 3) encontram-se a seguir.

Tabela 1- Composi¢do das dietas (g/kg de dieta) utilizada no ensaio biologico por um

periodo de 10 semanas.

Ingredientes
g
Amido de milho 475,24
Amido dextrinizado 151,57
Sacarose 97,89
Hidrolisado protéico 139,68
Oleo vegetal 39,82
Fibra 48.89
Mistura mineral 34,16
Mistura vitaminica 9,95
Bitartarato de colina 2,44
Tert-butilhidroquinona 0,0078

71



Capitulo 2

Tabela 2- Composi¢do da mistura mineral (AIN-93G) utilizada na elaboragao da dieta

experimental.

Ingredientes Quantidade

(@/kg de mix)

Carbonato de calcio, anidro, 40.04% Ca 357,00
Fosfato de potassio, monobasico, 22.76% P; 28.73% K 250,00
Cloreto de sodio, 39.34 % Na; 60.66% Cl 74,00
Sulfato de potassio, 44.87% K; 18.39% S 46,60
Citrato de potassio, tri-potassio, monoidratado, 36.16% K 28,00
Oxido de magnésio, 60.32% Mg 24,00
Citrato férrico, 16.5% Fe 6,06
Carbonato de zinco, 52.14% Zn 1,65
Carbonato de manganés, 47.79% Mn 0,63
Carbonato cuprico, 57.47% Cu 0,30
Iodeto de potassio, 59.3% I 0,01
Selenito de sodio, anidro, 30.03% Se 0,01025
Paramolibdato de amoénia, tetraidratado, 54.34% Mo 0,00795
Metasilicato de sodio, nonaidratado, 9.88% Si 1,45
Sulfato de potassio e cromio dodecaidratado, 10.42% Cr 0,275
Acido bérico, 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
Vanadato de amoénia, 43.55% 0,0066
Sacarose em po 209,806
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Tabela 3- Composigdo da mistura vitaminica (AIN-93G) utilizada na elaboragdo da dieta

experimental.
Ingredientes Quantidade
g/kg de mix
Acido Nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina-HCl 0,700
Tiamina-(1 nitrato) 0,645
Riboflavina (a 80%) 0,750
Acido folico 0,200
D-biotina (2% em CaCo3) 1,000
Vitamina B-12 (cianocobalamina) (a 1% em maltodextrina) 0,250
Vitamina E (all-rac-a-tocoferil acetato) (500 Ul/g) 15,000
Vitamina A (all-trans-retinil palmitato) (500.000 Ul/g) 0,800
Vitamina D3 (colecalciferol) (500.000 Ul/g) 0,200
Vitamina K (filoquinona) 0,075
Acucar refinado (ou dextrina) 975,780

A dieta experimental, elaborada para fornecer uma concentragdo de proteina de 12%

foi introduzida no inicio da segunda semana de ensaio, e mantida ate o final, perfazendo um

total de 10 semanas. A composi¢io centesimal obtida da dieta, apos analises laboratoriais, €

mostrada na Tabela 4. As analises foram feitas com as determinag¢des em triplicata.
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Tabela 4- Composicdo centesimal da dieta experimental utilizada no ensaio de recuperacao

com o proteolisado.

Dieta Proteina  Lipideo Carboidrato Solidos totais Umidade Cinzas
%o
Hidrolisado 11,76 7,06 68,84 73,13 8,03 4,31

r}

A determinac@o de nitrogénio e proteina bruta foi feita pelo método semi-micro de
Kjeldahl, descrito pela AOAC (1990). Sélidos totais e umidade, e cinzas também pelos
métodos descritos pela AOAC (1990). Lipideos totais foram determinados pelo método de
Bligh & Dyer (1959). Quanto aos carboidratos, sua determinacdo foi feita através de
calculos matematicos, a partir da determinag@o das porcentagens de umidade, cinzas,

proteina bruta e lipideos.

2.4 Separacio de grupos e controle da evolu¢io ponderal

Ao serem recebidos os ratos foram pesados, numerados e separados em 6 grupos

diferentes.

A divis@o dos ratos em diferentes grupos pode ser vista pelo Fluxograma 1.

60 ratos
Wistar
[ |
20 ratos 40 ratos
sedentarios treinados
|
1 | [ [ | |
10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos 10 ratos
exaustao sem exaustio sem exaustio exaustio exaustio exaustio
sacrificio sacrificio sacrificio sacrificio sacrificio 24h sacnificio 48h
SEM SM ™ TEM TER24 TER48

Fluxograma 1- Divisdo dos grupos experimentais, conforme dieta e atividade fisica.
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Durante o periodo de treinamento os ratos foram pesados em balanga eletronica a

cada 7 dias, inclusive no dia do sacrificio.

Neste segundo ensaio ndo foi realizado o balango nitrogenado, ja obtido no primeiro
ensaio para a mesma dieta experimental com o proteolisado. Neste experimento também
nao foi acompanhada a ingestdo alimentar dos ratos, pois os mesmos somente

permaneceram em gaiolas de crescimento individuais por uma semana.

2.5 Protocolo de treinamento

Primeiramente, foram definidos os grupos de animais a serem treinados e aqueles
sedentarios. Os animais foram separados em 6 grupos, conforme descrito anteriormente.
Dos 6 grupos existentes 4 foram submetidos ao exercicio fisico objetivando a avaliacdo do
desempenho em resposta a dieta oferecida, utilizando-se 2 grupos de ratos sedentarios

como forma de controle.

Os animais em atividade fisica foram submetidos a um periodo de 9 semanas de
treinamento, sendo a primeira semana para a adaptacdo ao exercicio, segundo a

recomendacao de Zoppi (1999) e como mostrado no esquema da Tabela 5.
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Tabela 5- Protocolo de treinamento, aplicado durante 9 semanas.

Semana Tempo Velocidade
(min) {m/min)
10 Sm/min
1* (2 dias)
10 10m/min
10 Sm/min
1* (5 dias)
30 10m/min
2 40 10m/min
3 40 15m/min
4 40 20m/min
5 50 22 5m/min
6 50 25m/min
7 60 25m/min
8 60 25m/min
9 60 25m/min

*periodo de adaptacido ao exercicio fisico.

Finalizadas as 9 semanas de treinamento continuo os ratos foram submetidos ao
exercicio exaustivo. Os grupos de animais submetidos a exaust3o correram inicialmente a
25m/min, até atingirem a velocidade de 32,5m/min. O tempo necessario para cada rato
atingir a exaustao foi devidamente registrado, sendo considerada a exaustio o momento em
que o0 rato ndao mais conseguia sair da base da esteira, permanecendo em choque constante.
ApOs a exaustao alguns grupos de ratos passaram por um periodo de recuperag@o de até no
maximo 48 horas, para a avaliagdo do processo de recuperacdao. Somente ndo foram

submetidos a atividade exaustiva os ratos das categorias TM ¢ SM.
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60 ratos em dieta experimental

v

20 ratos
sedeptarios

10 10
sedentarios sedentarios
sem com
exaustio exaustdo

v

40 ratos

treinados

Adaptagdo ao exercicio

40 minutos

40 minutos

40 minutos

50 minutos

50 minutos

60 minuios

60 minutos

60 minutos

8 dias

E

1" semana:
velocidade: 10m/mim

.

2’ semana:
velocidade: 15m/mim

.

3’ semana:
velocidade: 20m/mim

.

4 semana:
velocidade: 22.5m/mim

.

5 semana:
velocidade: 25m/mim

.

6 semana:
velocidade: 25m/mim

:

7 semana:
velocidade: 25m/mim

.

8 semana:
velocidade: 25m/mim

|

;

Exaustdo grupos: TEM, SEM, TER24, TER48

Fluxograma 2- Protocolo de treinamento em esteira utilizado durante o ensaio.

Velocidade inicial: 25m/min
Velocidade final: 32.5m/min
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Os parametros bioquimicos foram determinados em 0, 24 ¢ 48h, com excegdo do

lactato que foi somente em Oh.

2.6 Caracteristicas do treinamento fisico

Todas as manhas, de Segunda a Sexta-feira, entre 8:30 e 13:30 horas, os ratos eraiii
submetidos ao treinamento fisico. Divididos em 6 grupos de 10 ratos cada, 4 grupos eram
sempre submetidos ao treinamento, enquanto os animais controle permaneciam em suas

gaiolas.

Os ratos passaram por um periodo de adaptagdo ao exercicio, em velocidades mais
baixas, conforme indicado na Tabela 5. Alguns ratos apresentaram dificuldades em se
adaptar ao exercicio fisico. Esses ratos foram sempre monitorados, até que retomassem 0
ritmo adequado de treinamento evitando-se que ficassem constantemente na base da esteira,

em choque continuo.

Figuras 4 e 5: Animais experimentais durante o periodo de treinamento em esteira

rolante.

2.7 Esquema experimental para o teste de exaustao

Para facilitar o acompanhamento do teste exaustivo, grupos de cinco animais (peso
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médio 326,4g), foram aleatoriamente removidos de suas gaiolas para o exercicio exaustivo.
Nao foram submetidos a atividade exaustiva os grupos TM e SM, por serem estes grupos
controle de atividade fisica. Apesar da esteira rolante ter capacidade para 12 ratos, no
momento da atividade exaustiva, os ratos eram colocados para correr em grupos de 5, de
forma a possibilitar maior controle do ponto de exaustdo. O lactato sanguineo foi medido
por amostras de sangue caudal nas categorias em exaustdo logo apos atividade fisica, bem
como a retirada de tecidos e determinagao dos outros pardmetros para aqueles grupos
sacrificados imediatamente apos a exaustdo (TEM e SEM). Quanto aos grupos sacrificados
24 e 48 horas apos a exaustdo (TER24 e TER48),somente os niveis de lactato foram
medidos logo em seguida da atividade fisica exaustiva. Para os ratos ndo submetidos ao
treinamento exaustivo (TM e SM), o lactato sanguineo foi medido momentos antes do

sacrificio para retirada de tecidos e determinagio dos outros parametros.

2.8 Métodos e parametros bioquimicos
Dosagem da concentragdo de lactato sanguineo

Para a dosagem de concentragdo do lactato sanguineo foi utilizado o lactimetro
Accusport (Boehringer Mannhein GmbH Biochemica, Alemanha) (Fell et a/., 1998). A fita
utilizada para a medicdo do lactato foi a BM-Lactate (Roche Diagnostics, GmbH
Mannheim, Germany). A coleta de sangue foi feita cortando-se a ponta da cauda do animal.
Para os animais submetidos ao treinamento de exaustdo, a medigdo foi logo apos a ultima
sessdo de treinamento. Ja para os animais sedentarios e os treinados sem exaustdo, a coleta
do sangue para determinagdo do lactato foi feita um pouco antes do sacrificio, objetivando

a obteng@o de dados de lactato em repouso e na exaustio.
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Figura 6. Procedimento experimental para coleta de sangue para analise de lactato

sanguineo.

Coleta de sangue e tecidos

O sangue de cada animal foi obtido através de pungao cardiaca e colocado em tubo
de vidro sem anticoagulante. Em menos de uma hora apés a pungdo o sangue era
centrifugado a 3000rpm por 10-20 minutos para obten¢do do soro. O soro obtido foi

imediatamente congelado em biofreezer de N; a —195°C.

Os musculos utilizados no ensaio foram o gastrocnémio (porgdes vermelha e
branca) e soleo. Apos a anestesia dos animais com hidrato de cloral (10%), os musculos
foram extraidos e colocados em nitrogénio para congelamento, em seguida foram envoltos

em papel aluminio e armazenados em biofreezer de nitrogénio, para posterior analise.

Determinagdo de glicogénio muscular

A determinagdo de glicogénio muscular foi realizada com base no método

empregado por Lo et al. (1970).
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A descricdo do método aplicado se encontra no Anexo 2.

Determinacdo de glicose sérica

A determinacdo de glicose foi feita utilizando o kit da Laborlab S/A produtos para
laboratorios (Guarulhos, SP), Glicose Liquid Stable, pelo método enzimatico. A leitura foi

feita em espectofotdmetro a 500nm de comprimento de onda (Henry, 1974).
Determinagdo de proteinas totais séricas e albuminas séricas

As determinacgdes de proteina total e albumina sérica foram realizadas com a
utilizagdo do kit PROTAL, da Laborlab S/A produtos para laboratorios (Guarulhos, SP),
pelo método colorimétrico. A leitura foi feita em espectofotometro a 540nm para proteinas

totais, e 2 625nm de comprimento de onda para albumina (Doumas et al., 1971).
Determinagdo da proteina muscular

A determinacio da proteina muscular foi realizada através do método colorimétrico
empregado por Hartree (1971), em amostras umidas do misculo gastrocnémio. Tal método

consiste numa variagao do método de Lowry.

Para a obtengdo da cor final azul da reagdo que ocorre com a proteina foram
necessarias duas etapas distintas: a primeira de reagdo da proteina com o cobre em solucao
alcalina, e em seguida a reducio do reagente de Folin, originado de um complexo azulado.

A intensidade da sua coloragio ¢ diretamente proporcional ao conteudo de proteina.

O procedimento adotado se encontra no Anexo 3.

2.9 Tratamento estatistico
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Os resultados foram submetidos a analise estatistica usando o programa
STATISTICA® para ambiente Windows”. Utilizou-se a analise de varidncia (ANOVA) e
para a analise das diferengas entre médias, quando necessario, foi aplicado teste de Tukey,

considerando p<0,05 como critério de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Evolucdo Ponderal

As curvas de crescimento mostraram uma evolu¢do ponderal progressivamente
crescente e suave até o final do periodo experimental, conforme pode ser visualizado na

Figura 7. Nio houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre tratamentos.

378 =

350 -

325
— 300 -
2 275
2 250 -
A | TER24
8 200 | | —%— TER48 |
£ a5 '
(% 150 - —¥— SM

125

o—TM

100 s
75 &

Semanas. numero indica inicio de cada semana

Figura 7- Evolugdo ponderal de Ratos Wistar alimentados com dietas experimentais
durante as 10 semanas de ensaio. SEM (sedentério, exaustio e morte), TEM (treinado,
exaustdo, seguido de morte), TM (treinado sem exaust&io), SM (sedentario sem exaustio),
TER24 (treinado, exaustdo e morte apos 24h), TER48 (treinado, exaustio e morte apds

48h).
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Ponto de exaustdo e treinamento fisico

Foram levados ao treinamento exaustivo os grupos de ratos previamente
programados, com a finalidade de comparar o tempo médio necessario até a exaustdo. Dois
grupos foram poupados do treinamento exaustivo, permanecendo na condicdo de

“sedentarios” e “treinados” para obtengdo dos parametros basais.

O ponto de exaustdo, considerado como o momento em que O rato ndo mais saia da
base da esteira, variou entre as diferentes categorias, conforme esperado. A origem
especifica da fadiga muscular que ocorreu apoOs exercicio exaustivo ndo € conhecida.
Entretanto, sabe-se que o exercicio fisico por tempo prolongado, em alta intensidade, como
no caso do treinamento em esteira, provoca danos oxidativos (Diniz, 2000), podendo esta

ser uma das explicagoes.

O presente estudo, teve como ponto de partida os resultados obtidos por Tassi
(1996). Em tal estudo, ratos com aproximadamente o mesmo peso dos usados neste estudo,
foram submetidos a treinamento de natacdo por um periodo de 5 semanas e levados a
exaustdo. Desse trabalho surgiu a idéia de realizar outros estudos com diferentes periodos
de treinamento, diversos graus de hidrolise e diversas proteinas, na tentativa de se explorar
mais a fundo as condi¢des para a obtengdo dos beneficios indicados. Ramos (2000),
continuando o trabalho de Tassi (1996), realizou um estudo com um curto periodo de
treinamento, 10 dias, no qual ndo foram verificadas vantagens decorrentes do uso do
hidrolisado em funcio do treinamento fisico. Essa falta de efeitos positivos do hidrolisado
pode ter decorrido de varios fatores, tais como o grau de hidrolise do proteolisado e o curto

periodo de treinamento.

Zoppi (1999), estudando as adaptagdes induzidas pelo treinamento fisico e
objetivando padronizar as caracteristicas do treinamento ideal em ratos, observou que
depois de 4 semanas de treinamento os niveis médios de lactato sanguineo, pos-exercicio,
tenderam a diminuir e se estabilizar. O autor explica que esse resultado seria uma resposta

adaptativa ao treinamento.
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Entre as categorias de ratos treinados (T) e sedentarios (S) a diferenga entre as
médias de tempo de exaustdo foi significativa (79+16 e 42+14min, respectivamente)

conforme mostra a Figura 8.

E Tremados |

O Sedentarios

0 20 40 60 80
tempo (min)
Figura 8- Tempo medio de exaustao no teste 11sico de exaustao para os ratos Treinados (T)

e Sedentarios (S).

Submeter ratos sedentdrios ao treinamento exaustivo teve como objetivo avaliar o
efeito do treinamento fisico em ratos de peso corporal de aproximadamente 327g, em
contraposi¢do aos do primeiro experimento (239g). O treinamento fisico promove
alteragdes metabolicas adaptativas ao exercicio, proporcionando uma utilizagio mais
eficiente dos nutrientes e melhor desempenho no treinamento exaustivo, quando comparado

ao grupo controle, sem treinamento.

A média dos tempos de exaustdo deste experimento, entretanto, foram inferiores,
por larga margem, ao tempo médio encontrado para os animais do experimento 1. De certa
forma, este resultado dificulta um pouco a interpretagdo dos dados de recuperagio. A tnica
explicagdo encontrada € a influéncia da idade e peso dos animais no tempo de exaustio.
Enquanto que no segundo experimento os animais estavam com 18 semanas (+327g), os do
primeiro se encontravam com 11 semanas (+239g Tabela 6). Referéncia a este fator como

determinante da performance fisica do rato ndo foi encontrada na literatura. Contudo, a
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comparagdo deste com outros trabalhos desenvolvidos pelo grupo, indica que o tempo de
exaustio do rato tende a diminuir drasticamente com a idade. O tempo médio relatado por
Tassi (1996), em estudo semelhante, foi de 152+8min, para animais de 11 semanas de
idade, treinados e alimentados com uma dieta padrdo. O tempo médio de exaustdo dos
animais do primeiro experimento desta Dissertagdo foi de 156+18min para o hidrolisado, e
60+13 min para o isolado, ambos com 7 semanas de idade (juntando-se as medias
hidrolisado e isolado tem-se 108+16min). Neste experimento, os animais estavam com 14
semanas e o tempo médio na primeira exaustio foi de 79+16min. No trabalho de Diniz
(2000), os animais controle estavam com 77 semanas, ou 497g de peso e o tempo médio de

exaustdo dos animais controle foi de 39+6min.

A Tabela 6 apresenta em resumo as informagdes do primeiro e segundo
experimento deste trabalho, e de dois outros estudos, Tassi (1996) e Diniz (2000), os quais
utilizaram metodologias de trabalho semelhantes as desta dissertagdo. A comparagdo
estabelecida entre tais estudos, sugere haver relagdo entre o tempo de exaustio e a idade do

animal.

Tabela 6- Dados de idade, peso final e tempo de exaustao desta dissertagdo, Tassi (1996) e

Diniz (2000).
Fonte Idade Peso final Tempo de exaustio
(semanas) (g) (min)
I experimento 7 239 108+16
Tassi, 1996 11 300 15248
2" experimento 18 327 79+16
Diniz, 2000 i} 497 39+6
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Determinagées Sanguineas

A Tabela 7 mostra os resultados das determinagdes sanguineas de glicose, lactato,

albuminas e proteinas séricas totais, para as diferentes categorias.

Tabela 7 — Parametros sanguineos' obtidos para os diferentes grupos’ de ratos (327g)

alimentados com hidrolisado durante 10 semanas.

Categoria SEM TEM ™ SM TER24 TER48

Glicose 118,05* 118,51* 107,3* 117.83* 104,93% 116.61°
(mg/100 mL) (15,7) (17,7)  (1726) (10,85)  (15,7) (13,27)
Lactato’ 6,18° 5,68° 2590 1,23° 5,84° 5,95°
(nmol/L) (0,55) (0,28) (0,35)  (0,43) (0,68) (0,33)
Albumina 5 8g® 2,48° 3,44° 3,04% 2810 3,44®
(g/dL) (0,32) (0,58) (0,34) (0,48) (0,55) (0,51)

Prot. séricas totais 6,03 ¢ 6,06° %53 6,24° 6,89° 7.14%
(g/dL) (0,60) (0,42) (0,24) (0,36) (0,53) (0,37)

" Valores correspondem as médias e desvio padrdo (parénteses) de 10 amimais por grupo. *° ° diferenca
significativa segundo teste Tukey.

2 SEM (sedentario, seguido de exaustio e morte), TEM (treinado, seguido de exaustdo e morte), TM
(treinado sem exaustdo), SM (sedentério sem exaustdo), TER24 (treinado, exaustdio, morte apds24h), TER48
(treinado. exaustdo. morte apos 48h).

* Valores correspondem aos niveis determinados por ocasido do teste de exaustio.

Glicose sérica

Os niveis glicémicos dos grupos poderiam ser considerados normais ou ligeiramente
elevados, com excegdo dos treinados. Ndo foram observadas, entretanto, diferencas

estatisticas na glicemia dos ratos, independente do tempo transcorrido apos a exaustio (0,
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24 e 48h), sendo o p>0,1784 em todos os casos. A conclusao € que, em nenhum dos casos,
a causa da fadiga incluiu a hipoglicemia. Além disso, o consumo da dieta contendo o
hidrolisado por um periodo de nove semanas nio impediu os ratos sedentarios de
terminarem o teste de exaustio com niveis glicémicos iguais aos dos animais treinados

(Tabela 7).

Ramos (2001), trabalhando com dieta experimental de hidrolisado com alto grau de
hidrolise, para ratos em atividade fisica, obteve valores médios de glicose sérica superior
(144+20) dos encontrados no estudo atual, ndao observando da mesma forma, diferenca

significativa entre grupos.

Os valores glicémicos de individuos treinados costumam ser superiores aos de
individuos de vida sedentaria quando submetidos ao exercicio fisico. Kristiansen ez al.
(2000) encontrou que atletas tém niveis glicémicos mais elevados, em compara¢dao com
individuos ndo treinados. Contudo, no trabalho atual n3o se encontraram diferencas

significativas entre as categorias S e T, em nenhum tratamento.

Lactato Sanguineo

As concentracdes de lactato sanguineo, medidas somente logo apds o exercicio
fisico exaustivo, marcaram claramente o efeito da atividade intensa no metabolismo do
animal. Conforme esperado, o lactato dos ratos ndo submetidos ao teste exaustivo foi
sempre inferior ao dos animais levados a exaustio (p<0,0002). Pdde- se observar que os
ratos sedentarios submetidos ao treinamento exaustivo tiveram suas médias um pouco mais
altas, sendo menos capazes de remanejar o lactato sanguineo, em comparagao com aqueles

submetidos ao treinamento fisico.

Assim sendo, avaliacdo da concentragdo de lactato sanguineo, realizada com o
objetivo de indicar a intensidade de exercicio imposta aos animais, comprovou que a
atividade fisica efetuada pelos animais, foi adequada, e capaz de produzir alteragdes

metabélicas referentes a utiliza¢do de substratos energeticos.
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Azevedo (1994) e Tassi (1996), assim como no estudo atual, verificou-se que 0s
dados de lactato sanguineo eram sempre mais elevados nos ratos sedentarios, apos o teste
exaustivo. Tal fato sugere que o treinamento fisico prolongado seja capaz de diminuir o
acumulo de acido latico, permitindo que ratos treinados demorem mais tempo para atingir a

exaustao.

Albumina sérica e Proteinas séricas totais

Em geral, os animais treinados foram mais capazes de preservar os niveis de
albumina sérica apos o teste de exaustdo, quando comparados a categoria dos sedentarios.
Foi encontrada diferenca significativa nas concentra¢des de albumina entre as categorias
TM e TEM (p=0,0492), assim como entre TER24 e TER48 (»<0,0458), mas ndo entre 0s
grupos SM e SEM (p>0,97) nem entre TM e TER48 (p=1).
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Figura 9- Concentragdo de albumina sérica (g/dL) nas diferentes categorias. SEM
(sedentario, exaustdo e morte), TEM (treinado, exaustdo e morte), TM (treinado sem
exaustdo), SM (sedentario sem exaustao), TER24 (treinado, exaustdo morte apos 24h),

TERA48 (treinado, exaustdo morte apos 48h).
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As diferencas observadas com o teste estatistico significam que O0s animais
sedentarios que foram levados para exaustdo, desenvolveram seu trabalho com perdas
variadas de albumina sérica, embora sem haver modificacio significativa da meédia, como
mostra a Figura 9. Note-se que os valores encontrados nestes animais foram semelhantes
aos relatados para os animais sedentarios que consumiram o isolado no Experimento I

(desta Dissertagao).

A diminui¢do média nos niveis de albumina sérica com 0 exercicio exaustivo foi de
0,96g/dL. Um achado importante foi a observacdo do baixo nivel de albumina encontrado
no animal 24 horas depois da exaustdo, nao havendo diferenca significativa com a média
encontrada logo apos a exaustdo. A queda dos niveis séricos de albumina foi somente
restabelecida 48h apos a exaustdio. No estudo de Tassi (1996), observou-se que ©O
hidrolisado da a-lactalbumina, mas nao a o-lactalbumina inteira, foi eficaz em manter 0s
niveis de albumina sérica apos o exercicio exaustivo. Comparando os resultados do
Experimento 2 com os obtidos no Experimento 1 desta Dissertagdo, é possivel se afirmar
que o hidrolisado teve influéncia positiva na velocidade de recuperagdo dos niveis de

albumina.

Quanto ao efeito do treinamento, pode ser afirmado ainda que os resultados aqui
apresentados sdo consistentes com a nogao geral de que os grupos de ratos treinados

preservam os niveis de albumina com mais eficiéncia do que os sedentarios.
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Figura 10- Concentracdo de proteinas séricas totais (mg/dL) nas diferentes categorias.
SEM (sedentario, exaustdo e morte), TEM (treinado, exaustdo e morte), TM (treinado sem
exaustdo), SM (sedentario sem exaustdo), TER24 (treinado, exaustio morte apos 24h),

TERA48 (treinado, exaustao morte apos 48h).

Houve um comportamento diferenciado na evolugao apos a exaustao entre os niveis
de albumina e proteinas séricas totais, indicando que o metabolismo da proteina ndo-
albuminica segue um processo de “turn-over” diferente e determinante de forma global. A
principal observacao feita quanto as proteinas totais foi relativa a seu lento processo de
recuperagdo. A perda média de proteina com o exercicio exaustivo foi de 1,47g/dL (TM —
TEM, p=0,0001). Apos 48h de repouso, este nivel ndo foi alcangado, embora hao tenha
havido diferenga significativa entre as duas médias (TM —TER48, p=0,356).

Embora os niveis de proteinas totais tenham tido uma recuperagao lenta, o consumo
do hidrolisado beneficiou o animal no sentido de proporcionar uma recuperagao mais
rapida, em comparag¢ao ao isolado. Este resultado, entretanto, pode ter sido devido a grande
contribui¢do na recuperagdo encontrada para a albumina sérica (3,5 — 5,5g/dL), em relagdo

a proteina total (6 a 8g/dL; Murray et al., 1996).
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Os valores aqui encontrados para albumina e proteinas séricas totais foram
proximos aos relatados por Gobatto (1993), que trabalhou com treinamento fisico e a
concentragdo de proteina na dieta. Concordancia também verificada com os resultados

obtidos por Tassi (1996).

Determinacaes teciduais

Os valores médios de glicogénio e proteina muscular, obtidos a partir de amostras
de tecidos de animais treinados e sedentarios, submetidos a dois diferentes tipos de dieta

estdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Pardmetros musculares' obtidos para os diferentes grupos” de ratos.

Categoria SEM TEM ™ SM TER24 TERA48

Glicogénio gastrocnémio 0,13 0,14° 0.21° 0,21 0.17* 0,23°

3

(mg/100mg) (0,04) (0,04)  (0,05) (0,05)  (0,03) (0,05)
Glicogénio soleo 0,08° 0,10° 0,23* pogr  ponr 028t
(mg/100mg) (0,01) (0,02)  (0,05) (0,05)  (0,07) (0,06)
Proteina muscular 1.25% 1.28° 1.24* 1.25% 1,28° 1,31°
(mg/100mg) (0,10) (0,10)  (0,15) (0,15)  (0,06) (0,06)

" Valores correspondem as médias e desvio padrio (parénteses) de 10 animais por grupo. * ° © diferenga
significativa segundo teste Tukey.

“SEM (sedentario, exaustdo e morte). TEM (treinado, exaustdo ¢ morte), TM (treinado sem exaustio). SM
(sedentario sem exaustdo). TER24 (treinado, exaustdo morte apos24h), TER48 (treinado. exaustdo morte
apos 48h).
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Glicogénio muscular

As médias de glicogénio do musculo gastrocnémio variaram bastante entre
tratamentos, havendo segundo a analise de variancia, diferenga geral significativa (p<0,05).
No momento da exaustdo, principalmente para a categoria de sedentarios (SEM) os valores
médios foram os mais baixos, representando uma queda de 85,6%. E importante ressaltar o
fato de que o treinamento ndo teve influéncia na capacidade do rato formar seus estoques

de glicogénio, como visualizado pela diferenga entre os grupos TM e SM.

A recuperag@o da capacidade de refazer os estoques de glicogénio fo1r um processo
lento, tanto que, apds 24h, os niveis nao eram diferenciaveis daqueles logo apos a exaustao
(p=0,7). ApoOs 48h, os estoques mostravam recuperagdo parcial, mas ainda ndo se
encontravam completamente restabelecidos. Com relagdo ao isolado, o hidrolisado ndo

mostrou vantagens, como foi também relatado por Tassi (1996), para a a-lactalbumina.

Segundo o teste de Tukey, 48 horas apos o teste exaustivo, os ratos ainda nio
estavam recuperados. Tal fato pode ser visto pela diferenca estatistica encontrada entre as
categorias TM e TER48 (p=0,0008). Contudo, o processo de recuperagdo pode ser

evidenciado pela diferenga encontrada 24 horas apos o teste exaustivo (p=0,0001).

A deplec@o de glicogénio depende da intensidade e duragdo do exercicio imposto.
Azevedo (1995) estudou os pardmetros bioquimicos em ratos em atividade fisica, tendo
como controle animais sedentarios. Seu estudo indicou que o treinamento fisico possui a
capacidade de promover alteragdes metabolicas, levando a economia desse substrato

energetico.

Quanto ao glicogénio do musculo soleo, diferente do gastrocnémio, o grau de
recuperagao apos 24 horas foi maior (proxima de 50%; p=0,125), conforme pode ser visto

no grafico no Anexo 4.

As diferencas encontradas nos parametros determinados para os musculos
gastrocnémio e sOleo podem ser explicadas pelas diferencas estruturais e fisiologicas

caracteristicas desses musculos. O musculo gastrocnémio € predominantemente composto
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de fibras de contragdo rapida, com fenotipo branco; ou seja, de movimentos rapidos mas
pouco repetitivos, com produgdo de energia anaerobica. As fibras predominantes sao do
tipo II, com baixa defesa antioxidante, que utiliza como fonte de energia os carboidratos. O
soleo por sua vez, ¢ predominantemente um musculo de contragio lenta, fenotipo
vermelho, de movimentos lentos e repetitivos € ndo, com producdo de energia aerdbica,
fibras predominantes tipo I, com alta defesa antioxidante, e utiliza como fontes de energia

carboidratos e lipideos (Guyton, 1988; Goldspink, et al., 1996; Daugaard & Richter,2001).

Smolka (1999) trabalhando com o treinamento intermitente, e continuo, verificou
que o musculo sdleo, no caso do treinamento continuo, estaria mais adaptado ao exercicio
realizado, e consequentemente, sofreria menor estresse que um musculo com
predominancia de fibras tipo II. No estudo atual, utilizando-se o treinamento continuo
verificou-se que a recuperagao apds o exercicio exaustivo foi mais rapida no musculo soleo,
do que no gastrocnémio. A mais provavel explicagdo para esse fato seria o processo

adaptativo ocorrido no musculo séleo, decorrente do treinamento continuo.

Vale salientar que Musi e al. (2001) detectaram que, contragdes musculares
ocorridas nas fibras musculares do soleo, durante o exercicio, aumentam a absor¢do de
glicose, 0 mesmo nio sendo observado no gastrocnémio. Tal fato pode ser considerado uma

das possiveis explicagdes da recuperacao mais rapida em tal musculo.

Proteina muscular

Os niveis de proteina muscular por grama de musculo ndo foram alterados com a

atividade fisica, sendo sempre p>0,7421, segundo analise de variancia.
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Assim como no presente estudo, Parreira (1993) e Tassi (1996), trabalhando com
atividade fisica e dieta experimental, n3o encontraram diferencas significativas entre

categorias para concentragao de proteina muscular.

Contudo, a categoria de ratos sedentarios teve alguns valores individuais
consideravelmente mais baixos, mesmo que a média ndo fosse tdo baixa. Esses valores
podem coincidir com os achados por Parreira (1993), que tambem, mesmo sem haver
diferenca significativa entre grupos, observou uma tendéncia dos animais treinados, a
apresentarem maior concentracdo de proteina muscular, em relagdo aos respectivos

controles.

Mesmo que sem significdncia estatistica, foi observado também que os valores
médios nos momentos 0, 24, e 48 horas apos o exercicio exaustivo, foram progressivamente
aumentando. Essa perda de proteina muscular no momento da exaustdo pode ser atribuida
ao fornecimento de aminoacidos para suprir o gasto energetico aumentado durante o
exercicio fisico. Dohm ef al. (1987) acreditavam que trés mecanismos poderiam estar
envolvidos nessa menor concentragdo de proteina muscular, durante o exercicio: a
diminui¢io da sintese protéica, o aumento da degradagdo protéica, além da saida de

enzimas soluveis desprendidas do musculo, como resultado do exercicio exaustivo.

Com relagio aos dados de proteina muscular total (massa muscular), a ANOVA
geral indicou ndo existir diferenca significativa (p=0,457), o que mostra ndo ter havido nem
perda de massa muscular durante a exaustdo, e nem influéncia do tempo de recuperagao

(até 48h) na massa.
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4. CONCLUSOES

Mediante a apreciacao geral destes resultados, foi possivel concluir que:

1.

o

(¥ N

wn

O uso do hidrolisado das proteinas isoladas do soro lacteo bovino pelo rato adulto
jovem, durante dez semanas, mostrou ser vantajoso, em rela¢do ao consumo do

isolado protéico.
Glicose sérica: em nenhum caso, a exaustao implicou a instalagdo da hipoglicemia.

Comparagdes com o Experimento 1, mostraram que as perdas de albumina sérica
durante o processo de exaustdo foram menores e a recuperagdo mais rapida quando
o animal ingeriu o hidrolisado, em lugar do isolado. somente a recuperacg@o por 48h

fo1 capaz de restaurar os niveis normais de albumina.

O metabolismo proteico do rato durante a recuperagao mostrou que a restauragdo
das proteinas séricas totais seguiu um processo semelhante ao da albumina sérica,

exceto que mais lento.

O efeito do hidrolisado nos niveis de glicogénio no gastrocnémio, foi pouco visivel,
embora tenha se mostrado existir uma ligeira superioridade para o hidrolisado,
quando comparados aos dados do Experimento 1. Enquanto a recuperagdo do

gastrocnémio nao foi completa em 48h, para o soleo, a recuperagdo foi completa.

Nio foi encontrada influéncia do treinamento na composigao protéica do musculo
(%), nem mesmo para o tempo de recuperagdo. A massa muscular, que no
Experimento 1 mostrou ser influenciada pela dieta, no Experimento 2, manteve-se

constante, indicando a falta de influéncia do exercicio ou o tempo de recuperagao.
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Anexo 1

Procedimento utilizado para determinagdo do grau de hidrolise da proteina

hidrolisada comercialmente, oferecida pela NZMP™. Referéncia Adler-Niesen, 1979.
Os reagentes utilizados:
1) HCI0,1M
2) TNBS - acido trinitrobenzenosulfonico diidratado p.a. (0,1%)
3) SDS — dodecil sulfato de sodio p.a. (1%)
4) Padrao Leucina (1,500 x 10 M de L-leucina, Merck)

5) Tampdo fosfato 0,2125M

Condig¢des durante a reagao:

1) Concentragdo do tampao = 0,10M

2) Concentragdo do TNBS = 1,43 x 10°M
3) Concentragdo da leucina = 0,088 x 10°M
4) pH=8,2

5) Temperatura = 50C

6) pH apos adigao de HCI (0,1N) = 3,7-3,9
Reacao:

1) Misturar em tubo de ensaio 0,250mL de amostra contendo entre 0,25 x 10° e25

x 10?  amino equiv/L a 2mL de tamp@o fosfato a pH 8.2.

2) Adicionar 2mL de solugdo TNBS 0,10% e agitar. Manter o tubo envolvido com
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papel aluminio para evitar exposi¢do a luz.
Colocar em banho maria a 50°C por 60 minutos.
Acrescentar 4mL de HCI 0,IN.

Resfriar em temperatura ambiente por 30 minutos

Lertura a 340nm, utilizando agua como branco.
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Anexo 2

Procedimento utilizado para obter os teores de glicogénio muscular. Referéncia Lo ez al.,
1970,

Reagentes utilizados:

1)

2)

3)

4)

5)

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

Alcool etilico 95%

Fenol 5%. Cristais de fenol (250g, Mallincrodt 9928, grau reagente) dissolvidos em

agua destilada até completar 5 litros.
Acido sulfiirico 96-98% (Fisher A-300, grau p.a.)

Solugdes de glicogénio padrdo. P6 de glicogénio (substituido por glicose, 25mg),
dissolvido em agua até completar SmL, para fornecer uma solugdo estoque de Smg/mL.
Solugdes de trabalho do padrdo foram preparadas por diluigdo volumétrica da solugdo

estoque.

Procedimentos:

1)

2)

amostras de musculo foram retiradas, isolando-se um pedago de musculo de
aproximadamente 30mg. Todas as amostras de musculo foram imediatamente
transferidas para um prato de pesagem e toda gordura, tecido conectivo, e sangue foram
removidos com pinga e tesoura cirurgica. As amostras foram pesadas numa balanga de
tor¢ao de precisio “Roller-Smith” e transferidas com pinga tipo férceps para o fundo de

um tubo contendo 0,5 mL de KOH a 30% saturado com Na;SOs.

Os tubos eram mantidos em gelo até que todos fossem preenchidos. O tecido

permanecia completamente imerso na solugdo.
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6)

7

8)

9)

Os tubos com tampa fechada eram colocados em banho com agua fervente por 30-60

minutos, até que uma suspensao homogénea fosse obtida.
Os tubos eram entdo removidos do banho quente e resfriados em gelo.

0,6 mL de etanol a 95% era adicionado para precipitar o glicogénio do digerido

alcalino.

As amostras permaneciam em gelo por 30 min, apos o qual eram centrifugadas a 840xg

por 20-30 min. Os sobrenadantes eram cuidadosamente aspirados.
Os precipitados de glicogénio eram dissolvidos em 3mL de dgua destilada.

Uma aliquota apropriada da solu¢do de glicogénio acima era pipetada para um tubo de
ensaio de 150x20mm e completada até um volume de ImL pela adicdo de agua

destilada.

0,5mL de fenol a 5% era adicionada a solucdo.

10)2,5mL de H,SO, a 96-98% eram adicionados rapidamente (em 10-20s), o acido sendo

adicionado diretamente a superficie do liquido ao invés de na parede do tubo, para

garantir melhor mistura.

11)Os tubos eram deixados em repouso por 10 min. Depois os tubos eram agitados e

deixados em um banho de agua de 25-30°C, antes que as leituras fossem realizadas.

12) Controles eram preparados utilizando-se 1mL de agua destilada ao invés de solug@o de

glicogénio.

13) A absorbancia foi medida num espectrofotometro Beckman DU-70 a 490nm.

14) Todos os testes foram realizados em duplicata.
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Anexo 3

Procedimentos para determinagdo da proteina muscular. Referéncia Hartree, 1971.

1)

2)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Preparo da solugdo A: 2g de tartarato de potassio e sodio com 100g de NaCO;
dissolvidos em 500mL de NaOH IN. Completou-se o volume para 1L, com agua

desionizada.

Preparo da solugdo B: 2g de tartarato de sodio e potassio, 1g de CuSO4.5HO,
dissolvidos em 90mL de agua, adicionando 10mL de NAOH 1IN.

Preparo da solugdo C: Reagente de Folin (Merck) mais agua na propor¢do 1:15. Vale
ressaltar que as solugdes A B e C foram preparadas no dia em que as analises foram

realizadas.

20 a 22pg de musculo, com 0,9mL da solugdo A e ImL de agua desionizada eram

colocados em um tubo de ensaio e digeridos em banho-maria a 75'C por 15 minutos.

Em seguida, 0,1mL da solu¢do digerida era retirada e adicionada a ImL de agua

desionizada e 0,9mL de solugdo A.
A esse conteudo, era adicionado 0,1mL da solugdo B.
O passo seguinte era adicionar 3mL da solugao C .

Finalizada a sétima etapa, o conteido obtido era agitado e levado a leitura em

espectrofotometro Beckman DU-70 a 650 nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata.
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Anexo 4

Concentragdes de glicogénio muscular no musculo gastrocnénio e no séleo para os

diferentes grupos de ratos. Capitulo 2.

16

io (mg/100mg)

0.2

SEM TEM ™ 5M TER24 TER48

Concentragdo de glicogénio no gastrocnémio (mg/100mg) nas diferentes categorias. SEM
(sedentario, exaustao e morte), TEM (treinado, exaustiao e morte), TM (treinado sem
exaustdao), SM (sedentario sem exaustdo), TER24 (treinado, exaustdo morte apos 24h),

TERA48 (treinado, exaustdo morte apos 48h).

0.4

03

0.25

0.2

015 g — |

glicogénio m, soleo (mg/1 00mg)

01

0.05

SEM TEM ™ SM TER24 TER48

Concentragdo de glicogénio no soleo (mg/100mg) nas diferentes categorias. SEM
(sedentario, exaustdao e morte), TEM (treinado, exaustio e morte), TM (treinado sem

exaustao), SM (sedentario sem exaustio), TER24 (treinado, exaustdo morte apds24h),

TERA48 (treinado, exaustdao morte apos 48h).
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