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Resumo: As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas,
normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma. No
entanto, quando ocorre um desequilibrio entre compostos pré-oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracao excessiva de ERO instala-se o processo de
estresse oxidativo. Este resulta na oxidacdo de biomoléculas, -cuja
manifestacdo é o dano oxidativo contra células e tecidos. O simples fato de
consumir oxigénio gera uma continua formacdo de ERO. Dessa forma, o
aumento da contragdo muscular e o aumento do consumo de oxigénio, na
atividade fisica, resultam em uma maior producdo de ERO. Dentre os inUmeros
compostos alimentares que apresentam atividade antioxidante, podemos citas
as proteinas do soro do leite (PSL). Conhecidas por serem de alto valor
biolégico, estudos tem demonstrado seus beneficios para o desempenho fisico,
assim como em melhorar o sistema de defesa antioxidante. No entanto, o
mecanismo como isso ocorre ainda ndo esta bem elucidado. Nesse sentido, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito das proteinas do soro do leite
sobre os biomarcadores do estresse oxidativo e das defesas antioxidantes em
animais submetidos ao treinamento fisico de alta intensidade. Para isso, foram
utilizados 32 ratos, divididos em 4 grupos de 8 animais cada: grupo controle
sedentario (CS) e controle exercitado (CE) proteina do soro do leite sedentario
(WS) e proteina do soro do leite exercitado (WE). Apds o periodo experimental
foram mensurados o colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL) e as
frac6es ndo-HDL, albumina sérica, glicose sérica, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALA), creatinina e ureia, glutationa total,
atividade de catalase (CAT) e de superdxido dismutase (SOD), proteinas
carboniladas (PC), TBRAS, a expressédo de enzimas das defesas antioxidantes,
por meio do ensaio de RT-PCR quantitativa em tempo real e a analise
histopatoldégica do musculo. Além disso, foi quantificado as mudancas na
ingestao alimentar e no ganho de peso corporal dos animais. Para analise dos
dados foram feitos os teste de two-way ANOVA e de Kruskal-Wallis, com pos
teste de Tukey. Assim, observou-se que 0 exercicio, juntamente com a
ingestdo de PSL, melhorou o perfil lipidico dos animais, reduzindo a
concentracdo plasmética de colesterol total e das fracdes ndo-HDL. Ja o nivel

de HDL foi maior, apenas, nos grupos que receberam as PSL. Foi encontrado,



também, um aumento da concentracdo da glutationa total seguida da reducéo
de PC e TBRAS, da atividade da CAT e de SOD nos grupos que receberam as
PSL. O ensaio de RT-PCR quantitativa em tempo real apresentou resultados
semelhantes aos das analises de atividade das enzimas de defesa
antioxidante, confirmando esses dados. Na analise histologia verificou-se que
as PSL foram capazes de reduzir a inflamagdo muscular ocasionada pela
atividade fisica de alta intensidade. Tais achados apontam para um possivel
efeito sinérgico do exercicio com as PSL. Além disso, as PSL mostraram-se
benéficas no exercicio fisico de alta intensidade ao agir de forma indireta na

reducdo do estresse oxidativo.

Palavras Chave: proteinas do soro do leite, atividade fisica de alta intensidade,

estresse oxidativo.



Abstract: The reactive oxygen species (ROS) are generated normally in
mitochondria, cell membranes and cytoplasm. However, when an imbalance
occurs between compounds pro-oxidants and antioxidants in favor of excessive
generation of ROS settles the process of oxidative stress. This results in
oxidation of biomolecules, whose expression is oxidative damage to cells and
tissues. Simply consume oxygen generates a continuous formation of ROS.
Thus, increased muscle contraction and increased oxygen consumption,
physical activity, resulting in increased production of ROS. Among the many
food compounds that have antioxidant activity, can Scythians whey proteins in
milk (PSL). Known to be of high biological value, studies have shown its
benefits for physical performance, as well as improve the antioxidant defense
system. However, the mechanism how this occurs is not yet fully elucidated.
Accordingly, the objective of this study was to evaluate the effect of whey
proteins on biomarkers of oxidative stress and antioxidant defenses in animals
undergoing physical training at high intensity. For this, we used 32 rats were
divided into 4 groups of 8 animals each: sedentary control group (CS) and
exercised control (EC) protein whey sedentary (WS) and whey protein
exercised (WE). After the trial period we measured total cholesterol, high
density lipoprotein (HDL) and non-HDL fractions, serum albumin, serum
glucose, aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALA),
creatinine and urea, total glutathione, activity catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD), protein carbonyl (PC), TBRAS the expression of enzymes of
antioxidant defenses, through testing RT-PCR and real-time quantitative
histopathology of muscle. In addition, was quantified changes in food intake and
body weight gain of animals. Data analysis were done the test two-way ANOVA
and Kruskal-Wallis test with post Tukey test. Thus, it was observed that the
exercise along with the intake PSL, improved lipid profile of the animals by
reducing plasma levels of total cholesterol and non-HDL fraction. The level of
HDL was higher only in the groups that received the PSL. It was found, also, an
increase in the concentration of total glutathione followed by reduction of PC
and TBRAS, the activity of CAT and SOD in the groups receiving the PSL. The
RT-PCR assay for quantitative real-time showed similar results to the analysis

of activity of antioxidant defense enzymes, confirming that data. In histological



analysis it was found that the PSL were able to reduce muscle inflammation
caused by physical activity of high intensity. These findings suggest a possible
synergistic effect of exercise with the PSL. Moreover, the PSL proved beneficial

in high-intensity exercise by acting indirectly in reducing oxidative stress.

Keywords: whey protein, high-intensity physical activity, oxidative stress.
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1. Introducéo
1.1 Extresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem ser originadas tanto
exdgena quanto endogenamente. As fontes exdgenas incluem luz ultravioleta,
irradiacdes ionizantes e agentes quimicos. Ja as ERO formadas
intracelularmente podem ser originadas como consequéncia do proprio
metabolismo celular ou durante processos patolégicos, como por exemplo, o
que ocorre em uma resposta inflamatéria .

ERO é um termo bastante amplo que abrange além dos radicais de
oxigénio como radical hidroxil (OH), 6xido nitrico (NO") e radical superéxido
(02%), também derivados do oxigénio que ndo sado radicais, como peroxido de
hidrogénio (H20,), &cido hipocloroso (HOCI), ozbénio (O3) e oxigénio singlete
(102)2 @, 3)_

Os mecanismos de geracao de espécies reativas de oxigénio ocorrem,
normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma. Na
mitocdndria, o O, sofre reducéo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons,
resultando na formacdo de agua (equacdo 1). A enzima catalisadora dessa
reacdo € a citocromo oxidase. A acdo da dessa enzima controla a geracao de
ERO, impedindo sua geracao excessiva nessa organela “ .

No entanto, cerca de 2 % a 5 % do oxigénio metabolizado nas
mitocéndrias sdo desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma
univalente, dando origem as ERO. Assim, o radical superdxido é formado pela
adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio (equacao 2). Por sua vez, o
radical superdxido ao receber ions de hidrogénio, gera peroxido de hidrogénio.
Tal reacdo, conhecida por dismutacdo, € catalisada pela enzima superdxido
dismutase (SOD), que acelera a reacdo na ordem de 10* vezes (equacdo 3).
Quando o peroxido de hidrogénio reage com ions ferro ou cobre é originado o
radical hidroxil, esse processo é chamado de reacdo de Fenton (equacao 4). O
radical hidroxil também pode ser gerado na reagdo de Haber-weiss, na qual os
referidos ions catalisam a reacédo entre o peréxido de hidrogénio e o radical
superoxido (equacéo 5). Além disso, o radical superoxido qguando reage com o

oxido nitrico forma o peroxinitrito (equacgéo 6). Nesse sentido, observa-se que a
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producdo de ERO se da mediante reacbes especificas, catalisadas por

enzimas e com a participacéo dos fons ferro e cobre ¢ 57,

Equacéao 1: 0, + 4e~ — 2H,0 + energia

Equacéo 2: 0, + e~ = 0,

SOD
Equacdo 3: 20, + 2H* — H,0,

Equacdo 4: Fe?t/Cu* + H,0, - OH + OH™ + Fe3* /Cu®*

- . Fe/Cu .
Equacéo 6: 0, + NO° - ONOO~

No organismo, as ERO encontram-se envolvidas na producdo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacao intercelular,
mediacdo da transferéncia de elétrons nas varias reacfes bioquimicas e
sintese de substancias biologicas importantes. No entanto, seu excesso
apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de
membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
aos carboidratos e ao DNA @ 8 9 Dessa forma, a instalagdo do processo de
estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio entre compostos
pré-oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio ou em detrimento da velocidade de remocédo dessas. Isso
resulta na oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes
biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos “?.

A oxidacdo de proteinas € mais frequentemente representada pela
formacao de derivados de carbonila, caracterizada pela adicdo de um grupo
carbonila, como aldeido ou cetona, a partir de uma cascata de reacles
oxidativas irreversiveis e irreparaveis. Tais reacdes podem levar a perda da

funcdo catalitica ou estrutural, fazendo com que essas proteinas figuem
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suscetiveis a degradacdo proteolitica. JA4 a peroxidacdo lipidica, envolve a
degradacdo de acidos graxos poliinsaturados e fosfolipidios. No que se refere
aos seus produtos finais, tem havido ampla medida de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), um marcador indireto da peroxidacdo lipidica,
além da avaliacdo de um aldeido importante, o malondialdeido. Este ultimo &
capaz de interagir com acidos nucleicos e outras proteinas, levando a formagéao
de compostos de caracteristicas genotdxicas. Assim, um aumento na
peroxidacao lipidica pode levar a prejuizos na funcéo fisiolégica normal, ou
seja, perda de fluidez e aumento da permeabilidade da membrana, com perda
de proteinas citosélicas e alteracdes na funcéo enzimatica ‘1213,

Evolutivamente, foram elaboradas vérias estratégias antioxidantes para
as células lidarem com a toxicidade do oxigénio. Um antioxidante &, por
definicdo, qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracoes,
atrasa significativamente ou inibe a oxidacdo de substratos pelas ERO. Estas
substancias possuem a capacidade de fornecer elétrons/atomos de hidrogénio
as ERO sem se transformarem em moléculas instaveis. Os mecanismos de
defesa antioxidante nos diferentes tecidos compreendem sistemas enzimaticos,
tais como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx); e ndo enzimaticos, como a vitamina E, b-carotenos,
ubiquinona e ubiquinol, flavonoides, vitamina C e glutationa ¢4,

A catalase é uma enzima contento ferro heme que converte o peroxido
de hidrogénio a a&gua e oxigénio, estando em grande parte localizada em
organelas celulares, como o0s peroxissomos. Mitocondrias e reticulo
endoplasmatico contém pouca CAT. Quando a taxa de H,O, se eleva acredita-
se que a CAT adquira um papel importante como um mecanismo adicional de
defesa antioxidante celular, evitando que essa ERO forme radical hidroxil, via
reacdo de Fenton e limitando a acumulacao intracelular de H,0, 9.

J& a glutationa peroxidase possui uma maior afinidade pelo H,O, do que
a CAT, o que significa que, em concentracbes baixas de peroxido de
hidrogénio, a GPx apresenta um papel muito mais ativo na sua remocao
celular. O seu correto funcionamento esta dependente da presenca de selénio
na sua constituicdo e da disponibilidade de H,O, e de outros hidroperoxidos,
utilizando a glutationa reduzida (GSH) como doador de elétrons/hidrogénios,

formando glutationa oxidada (GSSH) e agua. Este funcionamento atribui a GPx
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um papel importante na protecéo celular das membranas lipidicas, proteinas e
acidos nucleicos contra as ERO @),

Por sua vez, a superdéxido dismutase é uma metaloproteina que
metaboliza o radical superoxido gerando peréxido de hidrogénio como produto
final da dismutac&o. Existem trés isoenzimas da SOD, codificadas e reguladas
de forma independente: a citosoélica, superoxido dismutase cobre, zinco (Cu,Zn-
SOD ou SOD%), a mitocondrial, superéxido dismutase manganés (Mn-SOD ou
SOD?) e uma forma extracelular da Cu,Zn-SOD ou (SOD?) @,

Para Limoén-Pacheco; Gonsebatt ‘9, a inducdo de um estresse oxidativo
modula a expressao e a atividade de enzimas antioxidantes, bem como os
niveis de moléculas antioxidantes, utilizando caminhos semelhantes aos de
doencas subjacentes degenerativas. A idade, o sexo, a suscetibilidade
genética, os habitos alimentares e o estilo de vida sdo fatores importantes que
influenciam a capacidade de um organismo para montar uma resposta
protetora. Assim, o acumulo de dano oxidativo resultante da exposi¢ao crbnica
a fatores estressantes tem sido associado ao cancer, a aterosclerose, a
doencas pulmonares e cardiovasculares. Esses autores também afirmam que,
a quimioprevencao por nutrientes antioxidantes e por agentes indutores de
enzimas antioxidantes tem sido usada com sucesso para inibir a formacao de

espécies reativas.

1.2 Estresse oxidativo e Atividade fisica

O simples fato de consumir oxigénio gera, pelo metabolismo celular,
uma continua formacédo de ERO, por meio da reducdo da molécula de oxigénio.
Como supracitado estas espécies reativas de oxigénio podem ser produzidas
em varios locais da célula, especificamente nas mitocdndrias, no reticulo
endoplasmatico, nos lisossomos, nas membranas celulares, nos peroxissomos
e no citosol. Contudo, de todas as fontes referidas, a mitocéndria parece
constituir a principal fonte de ERO no musculo esquelético, quer em repouso ou
durante o exercicio *> 17,

Dessa forma, o aumento da contracdo muscular e o consequente
aumento da taxa do consumo de oxigénio, na atividade fisica, resultam em uma
maior producdo de ERO. Isto ocorre, pois a taxa de formacdo destes

compostos na mitocdndria parece ser proporcional a quantidade de oxigénio ai
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consumido por unidade de tempo. Quando essa geracdo de espécies reativas
€ maior que a capacidade da célula de neutralizi-la, ocorre uma reacdo em
cadeia envolvendo a oxidagcdo de lipidios, o que leva a geracdo de mais
espécies reativas. Assim, as ERO levam a alteracbes na estrutura das
proteinas de membrana e também trazem mudancas na atividade enzimatica
(18, 19).

O aumento da sintese de ERO no exercicio pode ocorrer de diversas
formas, como a ativacdo da cadeia de transporte de elétrons, a sintese
aumentada das enzimas xantina-oxidase e NADPH-oxidase, o prolongado
processo de isquemia e reperfusdo tecidual e a atividade fagocitica.
Adicionalmente, o aumento da sintese de &acido latico, catecolaminas e o
elevado processo inflamatério apds exercicios de alta intensidade, também
contribuem significativamente para a producdo de ERO. Contudo, o aumento
na sintese de espécies reativas também é importante para a homeostasia
corporal e para o adequado funcionamento do sistema antioxidante. Nesse
sentido, a gradativa elevacdo na producdo de ERO promovida pela realizacéo
de exercicios fisicos, pode aumentar a resisténcia ao novo estresse, efeito
conhecido como adaptacéo ao treinamento % 212223, 24)

Estudos demostram que o musculo esquelético, submetido a uma carga
isolada de trabalho exaustivo, produz aumento da peroxidacdo lipidica e
estimula a atividade de diversas enzimas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase (GPx), a superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT). O
exercicio exaustivo pode impor um estresse oxidativo grave no musculo
esquelético, sendo o sistema das enzimas antioxidantes importante para lidar
com a lesdo muscular mediada pelas espécies reativas 4 229,

As respostas de dores musculares e inflamacdo ao exercicio de alta
intensidade podem estar associadas com a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, o que possivelmente dificulta o processo de recuperacdo. Na tentativa
de reduzir os efeitos deletérios induzidos por estas ERO tem sido sugerida a
suplementacdo com antioxidantes ¢ 2829,

Na literatura, existem relatos de trabalhos que abordam sobre a
suplementacdo de antioxidantes no exercicio fisico. Parte das evidéncias
mostra que a suplementacgéo de antioxidantes previne a producao excessiva de

ERO em modelos de exercicio exaustivo agudo, favorecendo o desempenho e
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controlando os niveis de lesdo muscular ©*3Y. Por outro lado, outras pesquisas
mostram que a suplementacgéo indiscriminada de antioxidantes pode levar a
uma inibicdo dos processos de sinalizagéo intracelular gerados pelas ERO nos
tecidos, especialmente no musculo esquelético, atrapalhando especialmente o
desenvolvimento de forca muscular e, consequentemente, o desempenho fisico
(32, 33).

Rebelatto et al. ®®, em estudo com objetivo de verificar a influéncia da
suplementacdo de vitaminas antioxidantes na dieta de mulheres idosas que
praticam exercicios fisicos regulares, observaram que a pratica regular de
exercicios fisicos de intensidade moderada induz o estresse oxidativo e que 0
referido estresse pode ser antagonizado quando a dieta é suplementada
diariamente com bebida funcional antioxidante. Assim, esses autores
concluiram que uma intervencdo nutricional regular e prolongada, por meio de
alimentos funcionais antioxidantes, pode ser um agente que previne o estresse
oxidativo induzido pelo exercicio fisico.

Nesse sentindo, é razoavel supor que se 0 estresse oxidativo possui
efeito danoso no desempenho esportivo, uma suplementacdo com substancias
antioxidantes deve produzir um efeito ergogénico, aumentando, assim, o0

desempenho fisico ©?.

1.3 Proteinas do soro do leite, exercicio fisico e extresse oxidativo

Dentre os inUmeros compostos alimentares que apresentam atividade
antioxidante, podemos citar as proteinas do soro do leite (PSL). Estas
merecem atencdo especial, pois sdo encontradas em uma variedade de
suplementos alimentares esportivos > *®. Conhecidas por serem de alto valor
biolégico, estudos tem demonstrado seus beneficios para o desempenho fisico,
assim como em melhorar o sistema de defesa antioxidante ¢’ 38,

As proteinas do soro do leite sdo aquelas que permanecem na porcao
aquosa do leite, gerada durante a coagulacdo das caseinas, como por
exemplo, na producao do queijo (9 As principais proteinas que comp&em esse
soro sdo a beta-lactoglobulina, alfa-lactoalbumina, albumina do soro bovino,
imunoglobulinas, glicomacropeptideos, lactoferrina, beta-microglobulinas,
gamaglobulinas, lactoperoxidase, lisozima, lactolina, relaxina, lactofano, fatores

de crescimento. Estdo presentes em todos os tipos de leite, sendo que a
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proteina do leite bovino contém cerca de 80% de caseinas e 20% de PSL.
Além disso, apresentam uma estrutura globular contendo algumas pontes de
dissulfeto, que Ihe conferem certo grau de estabilidade estrutural e uma répida
absorcao “9.

As PSL possuem uma alta qualidade proteica e contém uma proporcéo
relativamente elevada de amino&cidos de cadeia ramificada (aproximadamente
26%) e de aminoacidos essenciais (em torno de 43%). Sua composicdo
aminoacidica é similar a do musculo esquelético, fornecendo quase todos os
aminoacidos em proporcdo aproximada as concentragcdes no musculo. Além
disso, as PSL sdo conhecidas por possuirem peptideos bioativos, raramente
encontrados em outras fontes alimentares. Tais peptideos conferem as PSL
diferentes propriedades biolégicas e funcionais “V.

Haraguchi et al. ©®

, em pesquisa com ratos, na qual compararam a
qualidade biolégica de uma PSL comercial com a caseina e o seu efeito sobre
0s parametros bioquimicos, concluiram que as PSL possuem qualidade
biolégica semelhante a da caseina, apresentando influéncia positiva na
homeostase da glicemia de jejum e no perfil lipidico, sem afetar as funcdes
renal e hepatica. Acrescido a isto as PSL apresentam, entre outras
propriedades fisiologicas e funcionais, atividade imunomoduladora,
antimicrobiana e antiviral, anticancerigena, antioxidante, protecdo ao sistema
cardiovascular e beneficios a atividade esportiva “% 42,

A quantidade e o tipo de proteina consumida podem influenciar nos
resultados do exercicio fisico, o0 que se deve as diversas velocidades de
absorcao, as diferencas nos perfis de aminoacidos, a resposta hormonal e os
efeitos positivos sobre as defesas antioxidantes “2.

Devido ao perfil de aminoacidos e a capacidade de estimular a sintese
de proteina muscular, a incorporacdo de PSL na dieta pode melhorar o
desenvolvimento da hipertrofia muscular e a composicdo corporal durante o
treinamento. Isso porque, as PSL sado fonte de leucina, um aminoacido de
cadeia ramificada que € modulador do metabolismo de proteinas muscular,
além de ter sido identificado como um regulador chave na via de iniciagcado de
traducdo da sintese proteica no musculo. Assim, as vantagens das PSL, em

termos de anabolismo muscular, podem estar relacionadas com sua rapida
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taxa de absorcdo, bem como a sua composicdo de aminoacidos para fornecer
substrato para a sintese proteica “V.

Outra caracteristica benéfica das PSL ao metabolismo das proteinas € a
velocidade da sua digestéo, estando relacionada ao fato das proteinas do soro
nao se coagularem no pH acido do estdbmago. Com isso, sdo digeridas mais
rapidamente quando comparadas as caseinas, que se coagulam no pH do
estbmago, retardando sua digestdo. Dessa forma, por promoverem rapida
absorcdo e aumento nas concentracfes plasmaticas de aminoacidos, as PSL
estimulam maior sintese proteica pos-prandial, sendo uma vantagem sua
ingest&o apds o exercicio fisico 4.

Frequentemente a deplecdo do glicogénio muscular se relaciona com o
aparecimento da fadiga durante o exercicio. Nesse sentido, altas
concentracbes de glicogénio muscular sdo essenciais para melhor
desempenho fisico. A suplementacdo de proteina, apds o exercicio, pode gerar
um maior armazenamento de glicogénio muscular “* %9, Para Morifuji et al. “?,
o tipo de proteina na dieta afeta tanto o contetdo de glicogénio no figado,
quanto no muasculo. Em pesquisa com ratos treinados, estes autores
constataram que, a dieta a base de PSL apresentou um maior acumulo de
glicogénio no musculo esquelético e no figado, do que a dieta a base de
caseina. Assim, supem que uma ingestdo diaria de proteina de soro de leite
pode desempenhar um papel importante no aumento do conteddo de
glicogénio nos tecidos de ratos treinados.

Diversos estudos observaram que as proteinas do soro do leite podem
melhorar a recuperagdo do exercicio de alta intensidade e possivelmente
diminuir danos e dores musculares, além de promover maiores ganhos de forca
e hipertrofia muscular “& 49305152 T3] achado pode estar relacionado com a
composicdo aminoacidica das PSL e, com a acdo destas proteinas sobre o
sistema de defesa antioxidante ©* %%,

Essa capacidade antioxidante das proteinas do soro se deve,
principalmente, ao fato de serem doadoras de cisteina, um aminoacido
precursor da glutationa. Por sua vez, a glutationa € um peptideo com funcao
metabdlica antioxidante, protegendo as células dos efeitos deletérios dos
radicais livres e amenizando o processo de fadiga. Dessa forma, as PSL

melhoram o desempenho muscular, por elevarem as concentracbes de
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glutationa, diminuindo, assim, a acdo dos agentes oxidantes nos musculos
esqueléticos 859,

HARAGUCHI et al. ®®, em pesquisa com ratos sedentarios e treinados
qgue foram alimentados com dietas controle ou com as PSL, verificaram que as
mesmas inibem a oxidacao de proteinas musculares induzidas pelo exercicio e
mantem baixos os niveis de peroxidac¢do lipidica tanto nos animais exercitados,
quanto nos sedentarios. Os autores supracitados sugerem que a reducao do
estresse oxidativo pode estar relacionada com as propriedades antioxidantes
das PSL. No entanto, ainda ndo se tem o conhecimento da forma como as
proteinas do soro do leite reduzem o estresse oxidativo ocasionado pelo
exercicio.

Até o0 momento, se tem o conhecimento de que as proteinas do soro do
leite apresentam um grupo heterogéneo de proteinas, o que lhes confere a
caracteristica de terem alto valor biologico. Além disso, tem sido sugerido que
as PSL possuem, entre outras propriedades fisiolégicas, atividade antioxidante,
provavelmente devido sua abundancia em cisteina. Dessa forma, as proteinas
do soro podem ser consideradas como uma ferramenta terapéutica possivel
em doencas correlacionadas ao estresse oxidativo ©°.

Pouco tem sido descrito sobre a qualidade biolégica nutricional dos
produtos comerciais compostos pelas proteinas do soro do leite, apesar dos
diversos estudos envolvendo produtos ndo comerciais. Do mesmo modo,
mesmo com o0 conhecimento cientifico acerca das propriedades funcionais das
PSL em diversas condicBes patoldgicas, sdo principalmente os atletas e
praticantes de atividade fisica que procuram por estes suplementos. Estudar
suas propriedades sob as condicbes metabdlicas do exercicio pode ajudar a
elucidar os possiveis beneficios e consequéncias advindos do seu consumo
(57).

Diante do exposto e considerando que as espécies reativas de oxigénio
tém sua producdo aumentada durante o exercicio fisico e que a ingestdo de

@) & de crucial

PSL, favorece a recuperacdo e a sintese proteica muscular
importancia ter o conhecimento mais aprofundado das caracteristicas das PSL
e dos mecanismos que envolvem seus efeitos, principalmente no estresse
oxidativo, uma vez que, 0 mecanismo como iSso acontece ainda ndo esta bem

elucidado “6 52
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das proteinas do soro do leite sobre os biomarcadores do
estresse oxidativo e das defesas antioxidantes em animais submetidos ao

treinamento fisico de alta intensidade.

2.2 Objetivos especificos

- Estudar modificacdes do estado nutricional provocadas pelas proteinas do
soro do leite e pelo exercicio fisico de alta intensidade, por meio dos
parametros bioquimicos e biométricos;

- Avaliar a atividade dos marcadores biolégicos do estresse oxidativo e das
defesas antioxidantes;

- Avaliar o efeito das proteinas do soro do leite sobre a expressao de enzimas
antioxidantes;

- Avaliar o efeito das proteinas do soro do leite sobre o dano tecidual
provocado pelo exercicio fisico, por meio da avaliacdo histopatoldgica;

- Avaliar o papel das PSL na resposta inflamatéria através da contagem do

numero de células inflamatorias no tecido muscular dos animais estudados.

3. Metodologia

3.1 Capacidade antioxidante in vitro contra o radical DPPH

A capacidade antioxidante das proteinas do soro do leite foi determinada
de acordo com o método previamente descrito por Brand-Williams et al. ©®.
Este método se baseia na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para o radical DPPH- (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) em solucdo de
metanol.

Foram preparadas cinco concentracbes de PSL (20, 40, 60, 80 e 100
mg/100mL) para analise in vitro. As solu¢des foram misturadas com um
agitador magnético e deixadas em refrigerador por 24 horas, para hidratacédo
completa. Utilizou-se  Trolox  (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) em diferentes concentragées (200, 400, 600, 800 uM) em metanol
80%, como antioxidante de referéncia.

25



As determinac¢des foram realizadas adicionando-se em tubos de ensaio,
3,9 mL de solugao de DPPH 60 uM, dissolvidos em metanol 80 % e 100 uL das
solugbes de PSL que foram preparadas anteriormente. As solugcbes foram
homogeneizadas e mantidas na auséncia de luz por 30 minutos a temperatura
ambiente. Metanol 80 % foi usado como branco. A atividade antioxidante foi
determinada através da reducéo da absorbancia do radical DPPH a 515nm e o
percentual de inibicao foi determinado de acordo com a equagao 7.

Equacdo 7: % de inibigio do radical DPPH = (ACOntroze515 — M) x 100

Acontroles1s

Onde;
Aamostras1s € @ absorbancia da amostra obtida a 515 nm,
Acontrolesis € a absorbancia da solucdo de DPPH sem a presenca de

antioxidantes obtida a 515 nm (controle).

3.2 Animais

Foram utilizados no experimento 32 ratos adultos da linhagem Fisher,
albinos, obtidos de acasalamento de matrizes provenientes do Laboratorio de
Nutricdo Experimental, do Departamento de Alimentos, da Escola de Nutri¢o,
da Universidade Federal de Ouro Preto.

ApOs o desmame, que ocorreu trés semanas apO0s 0 hascimento, 0S
animais foram separados da genitora e alimentados com racdo comercial
Nuvital® até que atingissem peso médio de 100 gramas. Em seguida, foram
mantidos em gaiolas individuais, do tipo galvanizada, de fundo aramado, de
forma a permitir a coleta de alimento ndo ingerido, para quantificacdo das
mudancas na ingestéo alimentar e na eficiéncia alimentar.

Os animais foram submetidos a condi¢des controladas de umidade (50-
65% de umidade relativa do ar) e temperatura (22-24%), em ciclo de 12 horas
claro/escuro. Todos os procedimentos foram cuidadosamente realizados
segundo as normas da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP), sendo o protocolo de aprovacao da
comisséo o de numero #036/2008.
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3.3 Dietas e delineamento experimental

Dietas semipurificadas foram elaboradas segundo a recomendacao do
American Institute of Nutrition, modelo AIN-93M ®9. A diferenca entre as dietas
esta na fonte proteica utilizada. Os animais foram divididos em 4 grupos de 8
animais cada, como se segue: grupo Controle Sedentario (CS) e Controle
Exercitado (CE) receberam dieta modelo AIN-93M, com a caseina como fonte
proteica. Os grupos Proteinas do Soro do Leite Sedentario (WS) e Proteinas do
Soro do Leite Exercitado (WE) receberam dieta modificada, com a substituicdo
integral da caseina pelas PSL. Os animais receberam agua e alimento ad
libitum durante o periodo experimental. A composicdo das dietas que foram
utilizadas no experimento encontra-se na Tabela 1. O peso corporal e o
consumo de racdo foram medidos semanalmente. O consumo alimentar foi

corrigido para o derrame (desperdicio).

Tabela 1. Composicdo percentual das dietas Controle Sedentario (CS), Controle
Exercitado (CE), Proteina do Soro do Leite Sedentéario (WS) e Proteina do Soro do
Leite Exercitado (WE)

Composicédo da Dieta (%)

Ingredientes

CSICE WS/WE
Caseina® 14 -
Proteina do soro do Leite? - 14
Mistura Mineral* 3,5 3,5
Mistura Vitaminica* 1 1
Oleo de Soja 4 4
Colina 0,25 0,25
Celulose 5 5
Sacarose 10 10
Amido de milho g.s.p.100 g.s.p.100

* Caseina comercial — ISOFAR®. O teor de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl
gAOAC 2000)

PSL comercial — ISOPRO® O teor de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl
(AOAC 2000)
*A mistura salina utilizada teve a seguinte composicdo (g/Kg de mistura): CaCO3; 357, KH,PO,
250, NaCl 74, K,S0, 46,6, citrato tri-potassico 28, MgO 24, citrato de Fe 6,06, ZnCO; 1,65,
MnCO; 0,63, CuCO3 0,3, KI 0,01, Na,SeO,4 0,01, (NH4)6M00O,,4+4H,0 0,00795. A mistura
vitaminica teve a seguinte composicdo (g/Kg de mistura): niacina 3, pantotenato de calcio 1,6,
piridoxina HCI 0,7, tiamina HCI 0,6, riboflavina 0,6, acido folico 0,2, biotina 0,02,
cianocobalamina 2,5, vitamina E (500IU/g) 15, vitamina A (500,000 IU/g, 0,8, vitamina D
(400,000 1U/g) 0,25, vitamina K 0,075, sacarose g.s.p. 1 kg. (Reeves et al. 1993).

O exercicio fisico empregado teve por objetivo simular um modelo de
treinamento de levantamento de peso para 0s musculos dos membros
posteriores e constou em duas etapas. A primeira consistiu em um periodo de

adaptacao e teve duracdo de uma semana, na qual os animais dos grupos CE
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e WE foram estimulados a nadar progressivamente por 15 minutos até 30
minutos em um tanque de natacdo com profundidade de 40 cm, sem
sobrecarga.

Apés o periodo supracitado os animais desses dois grupos, foram
submetidos a um exercicio fisico, no qual foram estimulados a realizar series
de saltos, no tanque com &gua, com uma carga acoplada ao torax suficiente
para promover sua submersdo. Ao tocar o fundo do tanque, o animal gerava
impulso para emergir e respirar. A profundidade da agua no tanque e a carga
acoplada ao corpo do animal promoveram a resisténcia ao esfor¢co. Os animais
foram submetidos a quatro séries de 10 saltos por dia, cinco vezes por
semana, durante 8 semanas. Cada conjunto de saltos foi interrompido por um
intervalo de 1 minuto de descanso.

O tanque continha agua a uma profundidade correspondente a 150% do
tamanho de animal e a carga acoplada ao térax proporcional ao peso do
mesmo, que aumentou gradualmente conforme as semanas de treinamento, de
acordo com a seguinte evolucao: 25% na primeira semana, 30% na segunda,
35% na terceira, 40% na quarta, 50% na sexta e 55% nas sétima e oitava
semanas. Os animais dos grupos sedentarios foram mantidos durante o
periodo de treinamento em tanque com agua rasa, cinco centimetros de
profundidade, com o intuito de submeter esses animais a0 mesmo estresse

provocado pelo ambiente aquatico.

3.4 Eutanésia, coleta de sangue e de tecidos

Ao final da 82 semana, os animais foram mantidos em jejum por 12
horas, em seguida foram anestesiados na camara de sacrificio usando
isofluorano, e posteriormente foi realizada a ensanguinagdo. O sangue foi,
entdo, centrifugado a 10.000 rpm, a 4 °C por 15 minutos, para obtencdo do
soro e plasma, que foi armazenado em tubos de polipropileno, fora do abrigo
da luz, a 4°C, para analises posteriores. Em seguida, o masculo gastrocnémio
foi retirado cirurgicamente, rapidamente pesado, fragmentado em ambiente de

gelo e guardado em tubos criogénicos a -80 °C para posterior analise.
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3.5 Dosagens bioquimicas

Todas as dosagens bioquimicas de glicose sérica, colesterol total,
lipoproteina de alta densidade (HDL), albumina sérica, creatinina, ureia e a
atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), foram realizadas utilizando-se kits comerciais (Labtest
Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG — Brasil, site: http://www.labtest.com.br).

Para a determinacdo da concentragéo do colesterol nao-HDL foi feita a
subtracdo da concentracdo do colesterol total pela concentracdo do colesterol

HDL. Os resultados obtidos foram expressos em mmol/L.

3.6 Defesas antioxidantes e biomarcadores do estresse oxidativo em

tecido muscular

3.6.1 Proteina carbonilada

Os niveis de proteinas carboniladas foram determinados de acordo com
o método de Levine et al. ®. A oxidacdo de proteina por espécies reativas de
oxigénio leva a formacdo de derivados carbonilados. Estes podem ser
mensurados por métodos sensiveis, particularmente aqueles que utilizam o
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH reage com grupos carbonilicos
gerando a hidrazona correspondente, a qual pode ser analisada
espectrofotometricamente.

Dessa forma, 400 mg de tecido muscular foram homogeneizados em 2
mL de tampéo fosfato 50 mM, (pH 6,7) e em seguida centrifugado a 10000 g
por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e utilizado no procedimento
experimental. Quinhentos microlitros do sobrenadante do homogenato foram
transferidos para dois tubos de polipropileno denominados, amostra (A) e
controle (C), a cada tubo, foi adicionado igual volume de acido tricloroacetico
(TCA) 10% e apds centrifugagdo, a 5000 g por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante foi descartado. Em seguida foram adicionados ao tubo A 500 pL
de DNPH 10 mM, em 2 M de acido cloridrico (HCI), e ao tubo C 500 uL de HCL
2M. Ambos foram mantidos no escuro a temperatura ambiente por um periodo
de 30 minutos e a cada 15 minutos, misturava-se vigorosamente.

Em seguida, foram adicionados 500 pL de TCA 10% em cada tubo. Logo

apos, os tubos foram centrifugados a 5.000 g por 10 minutos a 4 °C e os
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sobrenadantes foram descartados. Posteriormente, os precipitados em ambos
0os tubos foram lavados com 1 mL da mistura etanol/acetato de etila, na
proporcdo de 1:1, misturados no vértex e novamente centrifugados conforme
descrito na etapa anterior, 0 sobrenadante foi descartado. Esta ultima etapa foi
repetida por duas vezes. Ao final do processo de lavagem, foi adicionado em
ambos os tubos 1 mL de SDS 6%, misturados no voértex e centrifugados a
10.000 g por 10 minutos a 4 °C. Finalmente as absorbancias dos
sobrenadantes foram determinadas a 370 nm. Os resultados foram expressos
em nmol de DNPH incorporado/mg de proteina.

O contetado de DNPH incorporado foi calculado utilizando o coeficiente
de extincdo molar do DNPH (22000 M™*cm™) segundo a lei de Lambert Beer.

3.6.2 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidacao lipidica foi determinada através do ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico utilizando o método de Buege; Aust (1978)°%. A
determinacdo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do acido
tiobarbittrico (TBA) em se ligar a lipideos oxidados. Cem miligramas do tecido
muscular foram homogeneizados com 1 mL de tamp&o Tris HCL 20 mM (pH
7,4) e em seguida centrifugado por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
retrado e usado como amostra biolégica. Quinhentos microlitros do
sobrenadante do homogenato foram misturados com acido tricloroacético (28%
p/v.em HCI 0,25N), TBA (1% em &cido acético 0,25M) e butil-hidroxi-tolueno
(125mM em etanol), aquecido por 15 min a 95 °C e em seguida colocado em
um banho de gelo. O precipitado foi removido por centrifugacdo a 10000g por
15 minutos a 4 °C, e a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 535 nm.
Agua destilada foi utilizada como branco.

Os niveis de TBARS foram calculados utilizando o coeficiente de

extincdo molar do MDA (154000 M-1cm-1) segundo a lei de Lambert Beer.

3.6.3 Proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com o
método de Lowry et al. ®?. O principio do método baseia-se na reducdo do
reagente de Folin Ciocalteau, ao reagir com aminoacidos aromaticos,

catalisada por ions cobre, em meio alcalino, formando uma coloracdo azul.
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Inicialmente foram preparadas as solugbes de trabalho conforme
descrito abaixo:

Reagente A: Foram dissolvidos 0,25 g de sulfato de cobre (CuSO,45H,0)
e 0,5 g de citrato de sodio em 100 mL de agua destilada.

Reagente B: Foram dissolvidos 5 g de carbonato de sodio e 1 g de
hidroxido de sédio em 250 mL de agua destilada.

Reagente C: Em 50 mL de reagente B foram adicionados 1 mL de
reagente A.

Reagente D: Em 1 mL de reagente de Folin foram adicionados 1 mL
agua destilada.

Para a realizacédo do ensaio, 10 pL do sobrenadante do homogenato de
tecido muscular, foram diluidos em 90 pL de agua destilada. Em tubos de
polipropileno foram adicionados 100 pL da amostra diluida ou solu¢des padrao
de albumina e 4gua destilada (branco). Em seguida foram adicionados 1 ml do
reagente C. Os tubos foram agitados no voOrtex e incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos.

Posteriormente foram adicionados 100 pL do reagente D em todos os
tubos, misturou-se vigorosamente e apos 30 minutos de incubag¢do no escuro
as absorbancias das amostras relativas ao branco foram determinadas a
660nm. Diluicbes seriadas de uma solu¢do de concentracdo conhecida de
albumina bovina sérica foram utilizadas para a construcdo da curva de
calibracdo. ApoOs analise de regressao linear, foi determinada a equacédo da
reta, esta foi utilizada para determinar a concentracao de proteinas totais no

homogenato muscular.

3.6.4 Catalase

A atividade da catalase foi determinada de acordo com Aebi ©3. O
meétodo baseia-se na decomposicao do H,O, pela enzima observada durante 5
minutos por espectrofotometria a 240 nm.

Assim, 50 mg de tecido muscular foram homogeinizados em 0,5 mL de
tampao fosfato 100 mM, (pH 7,2) e em seguida centrifugados a 10000 rpm por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra

bioldgica.
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Em um tubo de polipropileno foram adicionados 50 pL de tampéo fosfato
100 mM, (pH 7,2) e 40 uL de agua destilada, mantendo a solu¢do em banho
maria 30 °C por 1 minuto. Em seguida foram adicionados 10 pL da amostra e a
reacao foi iniciada pela adicdo de 900 pL de H,O, (10 mM). As absorbancias
foram determinadas exatamente a cada minuto, durante trés minutos a 240 nm.
Agua destilada foi utilizada como branco.

A atividade da catalase foi calculada segundo a lei de Lambert Beer,
pela seguinte equacao:

A = &bc

Onde;
A é a absorbéancia,
€ é o coeficiente de extingdo molar em unidades de Mol™* cm™
b € caminho 6ptico,

c é a concentracéo da enzima expresssa em mol L™

A absorbancia utilizada corresponde ao delta de absorbancia por minuto.
Utilizou-se o coeficiente de extingdo molar do perdxido de hidrogénio (39,4 M
'em™). Os resultados foram expressos em unidade por miligrama de proteina.
Uma unidade de catalase € equivalente a hidrélise de lumol de H,O, por

minuto.

3.6.5 Superoxido dismutase

A atividade da superéxido dismutase foi determinada por meio de um
método que se baseia na habilidade dessa enzima em limpar o O, diminuindo
assim a razao de auto oxidacao do pirogalol (1,2,3-benzenotriol).

Tecido muscular (50 mg) foi homogeinizado em 0,5 mL de tampé&o
fosfato 100mM, (pH 7,2) e em seguida centrifugados a 12000 rpm por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e usado como amostra biologica.
Em uma microplaca foram adicionados 30 pL da amostra, em seguida
adicionou-se 99 uL de tampao fosfato, 6 yL de MTT (brometo de (3-[4,5-
dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium) a 1,25 mM) e 15 puL de pirogalol
(100pM). As amostras foram, entédo, incubadas por 5 minutos em estufa a 37

°C. Logo apés, 150 yL de DMSO foram adicionados as mesmas para parar a
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reacdo. As absorbancias das amostras foram lidas no leitor de ELISA em um
comprimento de onda de 570 nm.

Considerando que uma unidade de SOD (U) é responsavel pela
oxidacdo de 50% do pirogalol, e que a absorbancia padrao corresponde a uma
unidade de SOD, converteu-se a absorbancia da amostra obtida em unidades
de SOD. Em seguida, esse resultado foi dividido pelo valor de proteinas totais
do homogenato encontrado. Assim, os resultados foram expressos em U/mg

de proteina.

3.6.6 Glutationa total

O contetudo de glutationa total foi determinado em homogenato de
musculo utilizando um Kit Sigma CS0260 (St. Louis, Mo., USA). Este ensaio
utiliza um método cinético baseado na reducédo do DTNB (acido 5,5 ditio-bis (2-
nitrobenzoico)) a TNB (&cido 5-tio-2-nitrobenzéico) que pode ser detectado

espectrofotometricamente a 412 nm conforme descrito nas reagdes abaixo:

1) 2GSH + DTNB > GSSG + 2TNB
2) GSSG + NADPH + H" Glutationa redutase 2GSH + NADP”

A combinacédo das duas reacoes:
DTNB + H" + NADPH Glutationa redutase_ 2TNB + NADP™
GSSG/GSH

Para o procedimento experimental, 50,0 mg do tecido muscular foram
homogeneizados com 0,5mL de &cido de sulfosalicilico 5%, e em seguida
centrifugado por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e usado como
amostra bioldgica.

Em uma microplaca foram adicionados 10 uL da amostra, em seguida
adicionou-se 150 pyL da mistura de trabalho composta por 95 mM de tampéao
fosfato, pH 7,0, 0,95 mM de EDTA, 48 uM de NADPH, 0.031 mg/mL de DTNB,
0,115 unidades/ml de glutationa redutase, e 0,24% de acido de sulfosalicilico.
As amostras foram, entdo, incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, 50 uyL de NADPH 0,16 mg/mL foram adicionados as mesmas e o
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cronémetro disparado. As absorbancias das amostras foram lidas durante 5
minutos a cada minuto, no leitor de ELISA & 412 nm.

As absorbancias de diluicbes seriadas de uma solucdo padrdo de
glutationa reduzida foram determinadas conforme descrito anteriormente, para
obtencdo da curva de calibracdo. ApOs analise de regressao linear, foi
determinado a equacéo da reta (Concentracdo = a*(delta das absorbancias) +
b). Esta equacéo foi utilizada para determinar a concentragdo em nmoles de
glutationa total em 10 yL de amostra, e este valor extrapolado para 1 mL de

amostra.

3.7 Ensaio de RT-PCR guantitativa em tempo real

3.7.1 Extracdo do RNA total

O RNA total do tecido muscular dos animais foi isolado utilizando o
sistema RNAgents Total RNA Isolation System (Promega Corporation,
Madison, USA) de acordo com as instrucfes do fabricante. Resumidamente,
50mg dos tecidos foram homogeneizados com 600 pL de solugéo
desnaturante. A separacdo da fase aquosa foi feita através da adi¢cdo de 60 pL
de acetato de sédio 2M e 600 pL de fenol: cloroférmio, alcool isoamilico
(25:24:1) e centrifugacéo a 10000 g por 20 minutos a 4 °C. Para a precipitacdo
do RNA foi adiciona a fase aquosa igual volume de isopropanol, a mistura foi
entdo incubada a -20 °C por 20 minutos e depois centrifugada a 10000 g a 4
°C. O precipitado foi lavado com etanol 75%, seco a temperatura ambiente por
15 minutos e posteriormente ressuspendido com 100 uL de agua deionizada
livre de RNAse. A concentracéo e pureza do RNA total foram verificadas a 260

e 280 nm no espectrofotdbmetro Nano Vue da GE Health care (Reino Unido).

3.7.2 Sintese do cDNA

O acido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foi sintetizado a partir
de 2 ug de RNA total utilizando o kit Hight-CapacitycDNA Reverse Transcription
da Applied Biosystems, (Foster City, CA) de acordo com as instru¢cbes do
fabricante. O meio de reacao contera 2L de tampao 10x (500mM de KCI, 100
mM de Tris-HCIl, 25 mM de MgCl,, pH 8,3), 0,8 puL da mistura de
desoxiribonucleotideos trifosfato (ANTPs) 100 mM, 2 pL de primers randémicos
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e 1 yL da enzima transcriptase reversa MultiScribe (50 U/uL). A reacéao foi
realizada nas seguintes condi¢cdes, 10 minutos a 25 °C, seguido de 120
minutos a 37 °C e 5 minutos a 85 °C no termociclador Biocycler modelo MJ96+.

3.7.3 Desenho dos primers
Os primers utilizados para a amplificacdo dos transcritos de interesse
foram desenhados de acordo com sequéncias de nucleotideos publicadas por

Xiong et al. ¢

para Catalase, Glutationa Peroxidase, yGCS e Zn-SOD.
3.7.4 RT-PCR quantitativa em tempo real

Para a andlise da expressao dos genes em estudo foi utilizada a técnica
da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa pos-transcricéo reversa (QRT-
PCR). A quantificacdo dos produtos formados durante os ciclos de amplificacao
foi realizada com o reagente Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). As reacdes foram realizadas em placas de 96 pocos, com um
volume final de reacdo de 12 pL, foram pipetados 1 yL de cDNA (100ng), 0,5
pL de cada primer (forward e reverse, 10 uM), 6 uyL de SYBR® Green Master
Mix, o volume final foi ajustado com agua livre de DNAse. As reacdes foram
realizadas nas seguintes condi¢des, 50 °C por 2min, 95 °C por 10 min e entdo
40 ciclos de 95 °C por 15 s (desnaturacao) e 60 °C por 1 min (anelamento dos
primers e extensdo dos produtos) no termociclador ABI 7300 (Applied
Biosystems). O gerenciamento do termociclador e a coleta dos dados gerados
durante a amplificacdo foram realizados pelo programa 7000 System SDS
Software (Applied Biosystems). Todas as andlises foram realizadas em
triplicata técnica. A especificidade dos produtos obtidos foi confirmada pela
andlise das curvas de dissociacdo do produto amplificado ao final de cada
reacao.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificacéo
relativa da expressdo génica (CT comparativo ou AACT), que permite
quantificar diferencas no nivel de expressdo de um gene especifico entre as
diferentes amostras. A expresséo dos genes alvo foi determinada em funcéo da
expressdo do gene controle endogeno GAPDH e uma amostra calibradora
(grupo CS) foi utilizada como base para os resultados de expressao

comparativa. De posse dos valores de CT (threshold cycle), que corresponde
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ao numero de ciclos na fase exponencial do PCR em que a fluorescéncia
ultrapassa o valor basal, foi calculado o ACT de cada amostra, de acordo com
a equacao 8, na qual o valor do CT do gene controle endégeno (GAPDH) foi

subtraido do CT do gene alvo.
Equacgéo 8: AC; = Crdogenealvo — Crdogenecontroleendbgeno

Em seguida foram calculados os valores de AACT, de acordo com a
equacao 9, na qual o valor do ACT da amostra calibradora (grupo C) foi

subtraido do ACT das amostras teste (demais grupos experimentais).
Equacao 9: AAC; = ACrdaamostrateste — ACrdaamostracalibradora

Os valores do AACT obtidos foram utilizados em uma férmula aritmética
para o célculo final da diferenca de expressdo dos genes entre as amostras

analisadas, dada por 222¢T,

3.7.5 Curva de eficiéncia dos primers

Para determinar as eficiéncia da amplificacdo dos genes alvo e do gene
controle endogeno foram construidas curvas padrées para cada amplicon, a
partir de diluicbes seriadas do cDNA de uma mesma amostra. A analise de
regressao linear dos valores de CTs em funcédo do logaritmo da respectiva
diluicdo forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y = ax+b) que foi utilizado
para o calculo da eficiéncia de amplificacdo do produto pelos primers, utilizando

a equacao 10.
Equacé&o 10: Ef = (10—1/coeficienteangular_ 1)x 100

3.8 Andlises histoldgicas

O musculo gastrocnémico dos animais foi removido no fim de cada
experimento e fixado em formol tamponado a 4%. O orgéo fixado foi cortado
transversalmente e processado em série decrescente de alcodis e

posteriormente embebido em parafina. Seccbes parafinadas de
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aproximadamente quatro micrometros foram obtidas em microtomo semi-
automético, montadas e coradas pela técnica Hematoxilina & Eosina (H&E).

As andlises morfométricas foram realizadas no Laboratério
Multiusuarios do NUPEB. Fotomicrografias foram obtidas em microscoépio Leica
DM5000 acoplado a camera digital. As analises foram realizadas com auxilio
do Software Leica QWin Plus Versao 3.0, sendo avaliadas a celularidade total
dos tecidos, a presenca ou auséncia de necrose e inflamacéo, infiltracdo

conjuntiva e/ou hipertrofia celular e morfometria.

3.9 Analises estatisticas

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos
dados. Os dados que apresentaram distribuicdo normal foram testados pela
analise de variancia (two-way ANOVA), com poés teste de Tukey para
determinar as diferencas especificas entre as médias, quando o valor de F for
significativo. Quando os dados nao apresentaram distribuicdo normal, foi
utilizado o teste nado-paramétrico Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn. A
diferenca de p< 0,05 foi considerada significativa ®®. Para andlise dos dados
foi utilizado o software GraphPad Prism versao 5.00 para Windows (San Diego,
California, USA).

4. Resultados

4.1 Capacidade Antioxidante in vitro contra o Radical DPPH

A capacidade de uma dada amostra em reduzir a absorbancia do radical
DPPH é indicativa de que a mesma consegue neutralizar os radicais livres. A
habilidade de cinco concentracfes diferentes das proteinas do soro do leite de
neutralizar esse radical foi testada e nenhuma delas mostrou essa capacidade
(Tabela 2). Sendo diferente do antioxidante padrdo o Trolox, as PSL néo

possuem potencial antioxidante.
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Tabela 2: Atividade sequestradora de radical DPPH das proteinas do soro do leite.

Atividade sequestradora do radical DPPH % Inibicdo
Proteinas do Soro do Leite (mg/mL)

0,2 -
0,4 -
0,6 -
0,8 -
1,0 -
Trolox (mg/L)

50 28,3
75 40,3
100 47,1
125 58,5
150 68,1
175 85,3
200 94,0

4.2 Caracterizacdo bioquimica e biométrica dos grupos controle
sedentario (CS), controle exercitado (CE), proteinas do soro do leite
sedentéario (WS) e proteinas do soro do leite exercitado (WE)

A ingestdo alimentar apresentou efeito da atividade fisica empregada
(p= 0,004), assim os grupos exercitados foram os que tiveram menor ingestao
alimentar em comparacdo aos grupos sedentarios. Ja no ganho de peso houve
uma interacdo entre a dieta e a atividade fisica (p= 0,025), que resultou em um
menor ganho de peso no grupo CE em comparacdo aos demais. E
interessando destacar que a dieta com as proteinas do soro do leite (grupo
WE) foi capaz de prevenir essa perda de peso ocasionada pelo treinamento.

No que se refere a eficiéncia alimentar, observou-se que a mesma
sofreu influencia da dieta (p< 0,001) e da atividade fisica (p< 0,001), mas néo
ocorreu interacao desses dois fatores. Ou seja, 0s dois grupos que exercitados
tiveram menor eficiéncia alimentar em comparacdo aos dois grupos
sedentarios e 0s grupos que receberam as PSL tiveram maior eficiéncia

alimentar em comparacao aos grupos que receberam caseina (Tabela 3).
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Tabela 3: Dados de peso corporal inicial, ingestdo alimentar, ganho de peso e
eficiéncia alimentar dos grupos estudados*.

Alimentar (g/dia)

Ganho de Peso

Grupos experimentais ANOVA Two-way (p)
Variaveis
CS CE WS WE D E DxE
Peso Corporal 4, , 14 113+9 114 +8 113+9 0957 0933 0,975
Inicial (g)
Ingestao

(g/dia)

Eficiéncia
Alimentar **

*Anova, analise de variancia; CS, grupo controle sedentario; CE, grupo controle exercitado;
WS, grupo proteina do soro do leite sedentario; WE, grupo proteina do soro do leite exercitado.
Os valores foram expressos em média + desvio padrdo. N de 6 a 8 animais por grupo. D e E
corresponde a dieta e exercicio, respectivamente. D x E é a interacdo entre os pardmetros
correspondentes. Dentro de uma linha, os valores estatisticamente diferentes foram marcados
com letras sobescritas diferentes, quando uma interagé@o significante foi observada (p<0,05).
**Eficiéncia Alimentar = (ganho de peso/ingestédo alimentar)x100.

Com relagcdo aos parametros bioquimicos (Tabela 4), verificou-se que a
glicose sanguinea foi menor nos animais exercitados, sendo que 0s grupos que
receberam PSL apresentaram as maiores concentracdes de glicose e albumina
séricas. A atividade das enzimas AST e ALA e a concentracdo de creatinina e
de ureia foi igual entres todos os grupos estudados, sugerindo que néo ocorreu
insuficiéncia hepatica e/ou renal.

Foi encontrado, também, que o exercicio, assim como o tratamento com
PSL, reduziu de forma significativa o colesterol total e as fracbes ndo-HDL. No
entanto, somente o tratamento com PSL aumentou significativamente as
concentracdes de HDL sérico.

Diante do exposto, constatou-se que 0 exercicio, juntamente com a
ingestdo de PSL, melhorou o perfil lipidico dos animais, reduzindo a
concentracdo plasmatica de colesterol total, assim como das fragdes nao-HDL.
Além disso, a combinagéo de exercicio fisico com a ingestdo de PSL foi mais
eficiente, em comparacdo com o exercicio isolado, por melhorar a razdo

HDL/ndo-HDL e favorecer o ganho de peso.
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138+1,19 119+126 138+1,07 13,1+0,97 0,082 0,004 0,257

3,47+024* 275+017° 3,81+0,36* 357+04* <0,001 <0,001 0,025

253+1,8 243+1,0 284+1,9 257+19 <0001 0,011 0,542



Tabela 4: Valores de colesterol total sérico (CT), HDL colesterol (HDL), colesterol ndo
HDL (ndo HDL), glicose, albumina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), creatinina e concentracfes de uréia dos grupos estudados*.

Grupos Experimentais

Anova Two-way (p)

Variaveis
CS CE WS WE D E DxE
CT (mg/dL) 865+84 724+97 786+55 631+31 0004 <0001 0,818
HDL 558+14,1 451+26 630+34 573+31 <0001 0002 0,310
(mg/dL)
NaoHDL  338:42 26986 15659  80:4l <0001 0025 0439
(mg/dL)
Glicose 0,024 77+1.1 107+24  93+13 0,019 0,049 0,949

(nmol/dL)

A”z;/”L‘)'”a 253+07 250+08 275+12 269+09 <0001 0190 0,593
AST (UmL) 87,2+12,7 91,9+185 758+119 873+17,3 0,154 0134 0,521
ALT (UmL) 452+89 37,1+55 37.6+86 37,0+49 0145 0074 0,120

Creatinina 61+2,4 63+4,8 62+ 1,9 60 + 3,0 0,179 0,636 0,097

(umol/L)

Uréia 276+32 268+109 27+1,9 269+25 0848 0578 0,678
(mg/dL)

*Anova, analise de variancia; CS, grupo controle sedentério; CE, grupo controle exercitado;
WS, grupo proteina do soro do leite sedentario; WE, grupo proteina do soro do leite exercitado.
Os valores foram expressos em média + desvio padrdo. N de 6 a 8 animais por grupo. D e E
corresponde a dieta e exercicio, respectivamente. D x E é a interacdo entre os parametros
correspondentes.

4.3 Biomarcadores do estresse oxidativo

As concentracdes de proteinas carboniladas (PC) no muasculo (Figura 1)

apresentaram interacdo entre a dieta e o treinamento empregado, que resultou

em uma maior concentracdo de PC no grupo CE e menor concentracdo nos

grupos WE e CS. Esses resultados demonstram a habilidade das PSL em

prevenir o aumento na concentracdo muscular de PC induzida pelo exercicio.
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Figura 1 — Concentracdo muscular de proteinas carboniladas de ratos sedentarios
(barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta controle (CS e
CE) ou PSL (WS e WE). Os resultados estdo expressos como média + DP; n = 6-8
por grupo. Valores estatisticamente diferentes estdo marcados com letras diferentes
apenas quando uma interacao significativa foi observada.

Jéa aos niveis de substancias reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) no
musculo (Figura 2), tiveram efeito apenas da dieta, ou seja, 0s dois grupos que
receberam as PSL (WS e WE) mostraram menor nivel de TBARS com relacao

0S grupos que receberam caseina (CS e CE).
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Figura 2 - Concentracdo muscular de TBARS de ratos sedentérios (barras pretas) ou
exercitados (barras cinza) alimentados com dieta controle (CS e CE) ou PSL (WS e
WE). Os resultados estéo expressos como média + DP; n = 6—8 por grupo.

4.4 Atividade das enzimas de defesa antioxidante

A atividade da catalase (CAT) foi menor nos grupos que receberam as
PSL (p=0,023) em compara¢do aos que receberam caseina (Figura 3). Ao
mesmo tempo, observou-se que a atividade desta enzima também foi menor
nos grupos que receberam treinamento fisico (p= 0,015) em relacdo aos
grupos sedentarios. No entanto, ndo houve interacdo desses dois fatores
(p=0,935).

Resultado semelhante foi observado na atividade da superoxido
dismutase (SOD), onde também os dois grupos que receberam as PSL tiveram
menores niveis de atividade desta enzima, em comparagdo aos grupos que
receberam caseina. E os grupos que receberam atividade fisica tiveram
menores niveis de SOD em relagdo aos grupos sedentarios. Da mesma forma

gue na atividade da CAT, n&o houve interagao desses dois fatores (p=0,500).
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Figura 3 — Atividade da enzima catalase em tecido muscular de ratos sedentarios
(barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta controle (CS e
CE) ou PSL (WS e WE). Os resultados estao expressos como média = DP; n = 6-8

por grupo.
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Figura 4 — Atividade da enzima superoxido dismutase em tecido muscular de ratos
sedentarios (barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta
controle (CS e CE) ou PSL (WS e WE). Os resultados estao expressos como média +
DP; n = 6-8 por grupo.
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Ja a glutationa total (Figura 5), ao contrario das enzimas supracitadas,
teve sua concentragdo aumentada significativamente nos grupos que
receberam as PSL (WS e WE) em comparacdo aos que receberam caseina
(CS e CE). Dessa foram, somente as proteinas do soro tiveram influencia no
aumenta da concentracdo da glutationa (p=0,036), ndo havendo interacdo das
duas variaveis juntas (p=0,106).

Diante do exposto, supbe-se que as PSL podem ter induzido mudancgas
adaptativas nas defesas antioxidantes, a fim de compensar a maior geracao de
radicais livres durante o exercicio. Tal fato pode ser reforcado pelo aumento da
concentracdo da glutationa total nos grupos que receberam proteinas do soro
do leite. Assim, o aumento de glutationa pode ter gerado uma reducédo das
espécies reativas, que por sua vez diminuiu a inducdo da atividade da catalase

e da superdéxido dismutase.
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Figura 5 — Concentracdo de glutationa total no tecido muscular de ratos sedentarios
(barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta controle (CS e
CE) ou PSL (WS e WE). Os resultados estdo expressos como média + DP; n = 6-8
por grupo.
4.4 Ensaio de RT-PCR quantitativa em tempo real

Resultado semelhante ao da atividade da CAT foi encontrado no ensaio

de RT-PCR quantitativa em tempo real (Figura 6), no qual houve interacdo da
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dieta com o treinamento (p=0,028), resultando em menor razdo de expressao
dessa enzima nos grupos gue receberam esses dois tratamentos, sendo maior
apenas no grupo CS.

Ja razdo de expressdo da SOD citosolica (Figura 7), teve influencia
apenas da atividade fisica, sendo menor nos grupos que receberam o
treinamento em comparacdo aos grupos sedentérios. Ndo havendo, assim,
interacdo do treinamento fisico com a dieta (p=0,595). O que corrobora com 0s

resultados de atividade dessa enzima.
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Figura 6 — Razdo de expressdo da Catalase no tecido muscular de ratos sedentarios
(barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta controle (CS e
CE) ou PSL (WS e WE). Valores estatisticamente diferentes estdo marcados com
letras diferentes apenas quando uma interacéo significativa foi observada.
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Figura 7 — Razdo de expressdo de Superdxido dismutase citosolica no tecido
muscular de ratos sedentarios (barras pretas) ou exercitados (barras cinza)
alimentados com dieta controle (CS e CE) ou PSL (WS e WE).

O aumento da concentracéo total de glutationa foi confirmado pela raz&o
de expressdo das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e y- glutamilcisteina
sintetase (YGCS). Na qual a expressdo de GPx (Figura 8) teve influencia da
dieta (p= 0,019). Dessa forma, 0s grupos que receberam as PSL apresentaram
maior expressao dessa enzima em relacdo aos grupos que receberam a
caseina. E na razdo de expressao de yGCS (Figura 9), houve a interacao entre
a dieta e a atividade fisica empregada, resultando em maior expressdo dessa

enzima no grupo WE e menor expressao no grupo CE.
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Figura 8 — Razdo de expressao da Glutationa peroxidase no tecido muscular de ratos
sedentarios (barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta
controle (CS e CE) ou PSL (WS e WE).
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Figura 9 — Razdo de expressao da y- glutamilcisteina sintetase no tecido muscular de
ratos sedentéarios (barras pretas) ou exercitados (barras cinza) alimentados com dieta
controle (CS e CE) ou PSL (WS e WE). Valores estatisticamente diferentes estdo
marcados com letras diferentes apenas quando uma interacdo significativa foi
observada.
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4.5 Anadlises histoldgicas
Por meio da avaliagdo histopatoldgica verificou-se que o exercicio fisico

de alta intensidade ndo gerou nenhum dano ao tecido muscular. A Unica
variacdo observada foi 0 aumento do nimero de células inflamatodrias no tecido
muscular dos animais que receberam apenas o treinamento (Figura 10b), em
comparacao aos grupos sedentarios. Sendo que o grupo que recebeu tanto o
treinamento fisico quanto as proteinas do soro do leite, ndo apresentou este
aumento no namero de células inflamatorias. Dessa forma, presume-se que as
PSL foram capazes de reduzir a inflamacdo muscular ocasionado pela

atividade fisica de alta intensidade (Figura 10).
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Figure 10 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos de musculo. (a) grupo controle
sedentario (CS) apresentou aspecto histolégico normal, com poucas células
inflamatérias. (b) O grupo controle exercitado (CE) mostrou aspecto histolégico normal
com aumento do nimero de células inflamatérias (infiltrado inflamatério). (c) grupo
sedentario que recebeu dieta com proteinas de soro de leite (WS) mostrou aspecto
histolégico normal com um pequeno nimero de células inflamatérias. (d) grupo
exercitado que recebeu dieta com proteinas de soro de leite (WE) revelou uma
aparéncia normal histolégica com um pequeno numero de células inflamatorias.
Hematoxilina & eosina. Bar = 50 uM. E Figura - Niumero de células inflamatérias no
tecido muscular de ratos do grupo controle sedentario (CS), o nimero de células
inflamatérias no tecido muscular de ratos do grupo controlo exercitado (CE), nUmero
de células inflamatérias no tecido muscular de ratos do grupo sedentario que recebeu
proteinas do soro do leite (WS), nimero de células inflamatérias no tecido muscular de
ratos do grupo exercitado que recebeu proteinas do soro do leite (WE). Os valores sédo
média + desvio padrao (n = 8). Os dados foram analisados por andlise de variancia. As
diferencas estatisticas séo apresentadas por letras sobrescritas.
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5. Discussao

As proteinas do soro do leite (PSL) contém altas concentracdes de
aminoacidos de cadeia ramificada, que sdo metabolizadas diretamente no
musculo esquelético promovendo a maior sintese e inibicdo da degradacao de
proteinas nesse 6rgdo ©®. Além disso, as PSL sdo faciimente digeridas e
absorvidas, o que resulta em um rapido aumento da concentracdo de
aminoéacidos no sangue. Dessa forma, é crescente o uso da suplementacéo de
PSL por atletas para promover e manter o crescimento e a forca muscular ©”.
A ingestdo dessas proteinas também proporciona maior captacao de glicose no
musculo esquelético, quando comparada com a caseina “7.

No presente estudo, o tratamento com as PSL resultou em maiores
concentracdes da glicose de jejum. Os aminoacidos de cadeia ramificada, além
de auxiliar na sintese de proteinas, também podem ser utilizados como fonte

de energia no tecido muscular ©®.

A remocdo do nitrogénio desses
aminoacidos no muasculo estimula a sintese de alanina e glutamina, que sao
importantes no equilibrio da glicemia, em uma via conhecida como o ciclo da
alanina-glicose. O ciclo alanina-glicose € um caminho importante para
reposicéo de glicose durante o exercicio prolongado e ap6s o jejum ©°. Assim,
esses achados indicam que as PSL representam uma fonte de substrato para
eficaz homeostase da glicemia em jejuns prolongados e/ou durante a noite, tal
como indicado pelas elevadas concentracdes de glicose no soro.

Tanto o exercicio quanto a ingestdo das PSL foram capazes de reduzir
significativamente o colesterol total (CT) no soro e o colesterol ndo HDL. No
entanto, apenas o tratamento com as PSL foi capaz de aumentar
significativamente a concentracdo de colesterol HDL (lipoproteina de alta
densidade) independentemente da atividade fisica. Embora alguns autores
tenham relatado que o exercicio de alta intensidade pode aumentar a
concentracdo de HDL ?, o resultado deste trabalho, foi de uma melhoria do
estado do CT e das fracbes ndo HDL, sugerindo que esse tipo de atividade
fisica pode reduzir o risco de doengas cardiovasculares.

Na literatura existem relatos de que a ingestado de PSL pode melhorar o
perfil lipidico, em certos modelos animais ‘> "?. Além disso, estudos tém

mostrado um efeito dependente entre a idade do animal e a adicdo das PSL na
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dieta, sobre o metabolismo lipidico > 7. Estes autores descrevem que as PSL
podem causar uma reducao no CT em ratos adultos (8-9 meses de idade), mas
nao em animais jovens (3-4 semanas de idade).

Em se tratando do ganho de peso verificamos que os animais do grupo
controle exercitado (CE) apresentaram menor ganho de peso corporal
comparados com os demais grupos, o mesmo foi observado em outros estudos
que avaliaram atividade fisica de alta intensidade em animais “” . De alguma
forma, as PSL amenizaram os efeitos promovidos pelo exercicio de alta
intensidade, de perda de peso, resultando em ganho de peso corporal
semelhante ao encontrado nos grupos controle sedentario (CS) e proteinas do
soro do leite sedentario (WS). Esse achado pode ser parcialmente explicado
pelas diferencas entre a caseina e as PSL de composicdo aminoacidica e de
digestéo e absorgao “4 5567,

Nesse sentido, o fato das PSL serem ricas em leucina, pode estar
corroborando com o0s nossos resultados. Esse aminoacido de cadeia
ramificada vem recebendo maior destaque por ser secretagogo da insulina e
por ser muito eficaz em estimular a sintese proteica, reduzir a protedlise e,
portanto, favorecer o balango nitrogenado positivo. Esses efeitos acontecem,
pois a leucina é capaz ativar as proteinas alvo da rampamicina em mamiferos
(mTOR), a qual ativa uma cascata de eventos bioquimicos intracelulares que
culmina na fosforilacdo de proteinas envolvidas na etapa de traducéo proteica
(76, 77).

Norton et al. ’® avaliaram o efeito das proteinas do soro do leite em
estimular a sintese proteica. Para isso foram utilizados ratos machos que
receberam, durante cinco dias, trés refeicbes contendo 20% de PSL, 50% de
carboidrato e 30% de gordura. Esses autores verificaram que as PSL ricas em
leucina estimularam a sintese proteica pés-prandial e isso se deve ao papel
chave desse aminoacido em estimular as proteinas envolvidas no mecanismo
de anabolismo muscular.

E bem esclarecido que a atividade fisica de alta intensidade pode
acelerar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), excedendo a
capacidade do sistema de defesa antioxidante e, consequentemente,

resultando em estresse oxidativo. Além disso, o aumento significativo de ERO

50



pode causar disfuncéo contrétil, ocasionando fraqueza e fadiga muscular 3 2

79).

Em nossa pesquisa, constatamos que as PSL foram capazes de impedir
a oxidacao das proteinas musculares induzida pelo treino de alta intensidade
através da reducdo dos niveis de proteina carbonilada (PC). E também,
mantiveram mais baixos o0s niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), em compara¢do com a caseina. Sugerindo as PSL
foram capazes de reduzir o estresse oxidativo.

Elia et al. ©®

, em estudo com o objetivo de investigar o efeito da
suplementacdo das PSL e da soja em parametros redox no musculo
esquelético de animais submetidos a treinos de natagdo, observaram que
essas suplementacdes apresentaram efeito antioxidante no musculo. Esses
autores também encontraram que as PSL reduziram os niveis de TBARS e a
concentracéo de radicais livres nos animais que receberam treinamento.
Considerando o exposto acima, questionamos se as PSL possuem efeito
antioxidante. Para isso realizamos a andlise de DPPH. Nessa dosagem, a
habilidade da amostra em reduzir a absorbancia do DPPH é indicativa de sua
capacidade de neutralizar radicais livres. Este € um dos métodos quimicos
mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante de um composto por

ser considerado pratico, rapido e estavel €9

Dessa forma, foi possivel
constatar que as PSL ndo possuem esse efeito sobre o estresse oxidativo, uma
vez que ndo ocorreu diminuicdo da absorbé&ncia em nenhuma das cinco
concentracOes avaliadas.

Diferentemente, Gad et al. ®¥ ao fazerem a analise de DPPH em um
concentrado de proteina do soro do leite, contento 80% de proteina adquirida
pela Davisco Foods International (Eden Prairie, MN, EUA), observaram que as
PSL foram capazes de reagirem com o radical DPPH, sugerindo que as
mesmas possuem capacidade de doar elétrons. Uma vez que, a metodologia
da dosagem utilizada no presente estudo foi a mesma que no trabalho dos
autores supracitados, acredita-se que essa diversidade de resultados pode ser
devido a composicédo das PSL utilizadas, pois apesar das PSL que utilizamos
também apresentam 80% de proteina, sdo de marcas diferentes (Isoprowhey,

Probidtica, Brasil).
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Por meio desse resultado, de que as PSL ndo possuem potencial
antioxidante, questionamos entdo, se as mesmas atuam na atividade e
expresséo das enzimas de defesa antioxidantes. Com isso obtivemos que as
PSL foram capazes de aumentar a concentracdo de glutariona total e a razao
de expressdo das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e y-glutamilcisteina
sintetase (yGCS).

A biossintese da glutationa (GSH) ocorre no meio intracelular pela agcéo
consecutiva de duas enzimas. Na primeira reacdo, € formada uma ligacao
peptidica entre os aminoacidos glutamico e cisteina, catalisada pela enzima y-
glutamilcisteina sintetase, levando a y-L-glutamil-L-cisteina. Este dipeptideo é
entdo ligado a glicina pela acdo da glutationa sintetase. A y-glutamilcisteina
sintetase sofre regulacdo pela GSH através de um feedback negativo, o que
previne a producdo excessiva desta ou o acumulo do intermediario y-
glutamilcisteina. ®2 83,

Em condigbes fisiolégicas normais, a taxa de sintese de GSH é
largamente determinada pela disponibilidade do aminoacido cisteina,
dependente do fornecimento dietético, e pela a atividade da enzima vy-

glutamilcisteina sintetase 2 84 8. 89

. Sendo que a atividade de yGCS é um
fator limitante para a velocidade da sintese de GSH ®®. O estresse oxidativo é
um importante modulador para maiores niveis celulares de GSH, da atividade e
dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) de transcricdo de y-glutamilsintetase
(87).

Niveis de GSH, bem como a atividade e a expressdo de enzimas
antioxidantes podem ser especificos de 6rgdos, mas também podem ser
modulados pelas exigéncias metabdlicas do tecido ©®. Corroborando com os
nossos resultados, estudos demostraram que as PSL atuam como um doador
de cisteina, proporcionando o aminoacido limitante para a producdo de

glutationa intracelular, aumentando assim a sintese da mesma &7 54 8 90. 91. 92

93)

Kent; Harper; Bomser ®Y, em estudo realizado in vitro com células
humana do epitélio da prostata, testaram a hipétese de que as PSL podem
proporcionar cisteina necessaria para aumentar a sintese de GSH e proteger
contra a morte celular induzida por oxidantes. Estes autores constataram que o

tratamento com as PSL hidrolisadas durante 48 horas na concentragao de 500
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mg/mL elevou o nivel de GSH significativamente em 64%, em comparacéo aos
controles. Assim, 0s autores sugerem que o consumo de PSL na dieta pode
fornecer uma estratégia util para elevar o nivel intracelular de GSH e proteger
as células da proéstata contra o dano induzido por ERO.

Encontramos, também, que as PSL foram capazes de reduzir a atividade
e a razao de expressao da catalase (CAT). Esta enzima de defesa antioxidante
atua da mesma forma que a glutationa peroxidase, reduzindo o H;O,,
convertendo-o a oxigénio e agua. Embora elas facam o mesmo trabalho,
parece que nado trabalham em condi¢cbes idénticas. A CAT atua quando a
concentracdo de H,O, estd muito acima dos niveis fisiologicos, como no
estresse oxidativo. J& a GPx usa diferentes substratos, além do H,O,, e
funciona mesmo para pequenas variacbes de suas concentracfes. Nesse
sentido, a atividade da GPx representa a primeira resposta protetora para
pequenas concentracdes de H,0O,, em condicdes fisioldgicas normais 4 %,

A partir do exposto acima, acreditamos que o0 aumento da expressao de
GPx e de yGCS, e da concentracdo de glutationa total, esteja envolvido com a
menor expressao e atividade da catalase, que foi observada nos animais que
receberam as PSL.

Do mesmo modo, as PSL também diminuiram a atividade e razdo de
expressdo da superoxido dismutase (SOD). A SOD catalisa a dismutacdo do
anion superoxido para produzir peréxido de hidrogénio (H.0;). O H,O, € uma
molécula bastante estavel e invasiva, sendo que sua acumulacdo pode levar ao
aparecimento do radical hidroxil (OH), que é muito agressivo. Este Ultimo, por
sua vez, reage com componentes celulares como os lipidios de membranas,
proteinas, hidratos de carbono, bem como os acidos nucleicos, e em ultima
analise pode conduzir & morte celular ©%.

O sistema glutationa é especialmente importante para a defesa celular
contra ERO. A GSH reage diretamente com radicais em reacdes nao
enzimaticas e é doadora de elétrons na reducdo de peroxidos catalisadas pela
GPX. O produto da oxidacdo de GSH é a glutationa dissulfeto ou oxidada
(GSSG). A GSH é regenerada a partir de GSSG no interior das células, numa
reacao catalisada pela enzima glutationa redutase (GR). Esta enzima regenera

GSH através da transferéncia de equivalentes da reducdo de NADPH
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(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) a GSSG (ciclo redox da glutationa)
(96, 97, 98).

Assim, a reducdo da atividade e expressédo de SOD por ser devido a
essa acao direta da GSH sobre as ERO, de forma n&do enzimatica. E também,
pode ser uma resposta adaptativa ao treinamento, pois o exercicio fisico
quando praticado de forma regular induz uma adaptacdo da atividade do
sistema de defesa antioxidante, protegendo o musculo esquelético do ataque
de ERO, em situacdes de repouso ou durante a pratica do exercicio .

Realizamos também a analise histologica do tecido muscular, para
verificarmos os danos teciduais e a resposta inflamatéria ocasionada pela
atividade fisica de alta intensidade. Por meio da mesma constatamos que as
PSL foram capazes de reverter o aumento do numero de células inflamatorias
promovido pelo treinamento fisico empregado. Tal efeito pode ter sido causado
pelo aumento da concentracdo da glutationa total e da expresséo de GPx e de
yGCS, gerado pelas PSL.

A GSH possui papel anti-inflamatério ndo so6 inibindo a resposta
inflamatoria, mas também €& essencial para certas funcdes do sistema imune,
estando relacionada com a proliferacdo de linfécitos T, com a atividade
fagocitica de neutréfilos, na apresentacdo de antigenos por células
apresentadoras de antigenos (APC), além disso, pode melhorar as funcdes de
células NK, atua como uma molécula transportadora de 6xido nitrico e reduz os
niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL-1, TNF-a e [L-6) 9 100 10D,

Portanto, GSH desempenha um papel vital controlando diretamente
infeccdo por micobactérias, bem como melhora as defesas do hospedeiro, tais
como a melhoria das funces imunoldgicas das células e restaura a funcéo dos
macréfagos, reduzindo a IL-6 %, Este papel essencial da GSH na imunidade
tem sido explicado pelo fato de em muitas doencas, como na AIDS, DPOC,
fibrose cistica, a diminuicdo dos niveis de GSH estd associada com um
aumento da susceptibilidade & infeccao ©?.

As PSL tém sido apontadas como nutriente com atividade funcional, com
eficacia no aumento da resposta imunomoduladora, aumento no combate a
infecgdes e processos inflamatorios, agéo antibacteriana e antiviral, estimulo da
absorcdo e funcdo intestinal, além de efeito citoprotetor a partir da promocao

de glutationa “%?. A sua suplementacdo tem sido apontada como estratégia
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para o tratamento de pacientes com doencas relacionadas com o sistema

imunolégico 193, (40)

Sgarbieri afirma que o poder imunomodulador das
proteinas do soro do leite se deve a grande concentracdo de imunoglobulinas,
que oferecem efeito protetor. Além disso, o autor se refere a capacidade das
proteinas do soro do leite em estimular a sintese de glutationa, que por sua vez

estimula os linfécitos, que produzem imunoglobulinas.

6. Concluséao

Por meio dos nossos resultados foi claramente demonstrado que as PSL
inibem a oxidacao de proteinas musculares induzidas pelo exercicio e mantém
baixos o0s niveis de peroxidacdo de lipidios em animais exercitados e
sedentérios. Além disso, por serem doadoras de cisteina, as PSL agem
aumentado a concentracdo total de GSH e expressdo de GPX e de yGCS. Tal
aumento resulta na diminuicdo do estresse oxidativo e do niamero de células
inflamatdrias no tecido muscular de ratos submetidos a atividade fisica de alta
intensidade.

Dessa forma, concluimos que as PSL mostraram-se benéficas no
exercicio fisico de alta intensidade ao agir de forma indireta na reducédo do
estresse oxidativo.

No entanto, os mecanismos de acdo de como o aumento de GSH
diminui a atividade e a expressédo de CAT e SOD néo estdo bem esclarecidos.
Dessa forma, mais estudos devem ser realizados com as PSL com o intuito de
se verificar as vias que envolvem esses processos.

Além disso, ndo podemos deixar de destacar que no modelo animal que
estudamos, observamos que ndo foi necessario aumentar a quantidade de
proteina da dieta desses animais, para obtermos efeitos positivos das PSL na
atividade fisica. Sabendo do uso em larga escala dessas proteinas por
praticantes de atividade fisica, enfatizamos a necessidade da realizacdo de
estudos com humanos. Principalmente devido aos efeitos deletérios
relacionados ao consumo do suplemento proteico em doses superiores a
recomendacdo, como 0s problemas hepaticos e renais, além da contaminacéo

por esteroides sem indica¢ao nos rotulos.
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Acreditamos que a incorporacdo das PSL na dieta dos praticantes de

atividade fisica, sem ultrapassar a recomendacdo diaria de proteinas, possa

trazer beneficios ao desempenho fisico, sem risco de danos a saude dos

mesmos. Por isso, muito had que se pesquisar sobre os verdadeiros

mecanismos de acdo dessas proteinas e peptidios e das quantidades que

devem participar da dieta para produzir seus efeitos benéficos.
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