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Resolugdo

E preciso deixar

que as rosas

floresgam abandonadas,
somente sol, chuva

e matas,

e que os espinhos
cresgam guerreiros

e carrascos,

somente dor, tristeza

e mdgoas.

Porque é preciso deixar
de ser o modo de ser

dos outros.

(Lucia Narbot Ermetice)



Aqueles que acompanharam a jornada para
elaboragdo desse trabalho - meus familiares e
meus queridos amigos, e que certamente sabem

a importdncia que tém em minha vida:

Minha dedicagdo especial a vocés!
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RESUMO

Comparacéo dos efeitos nutricionais, bioquimicos e fisiolégicos decorrentes
do consumo de proteinas do leite por ratos sedentérios e treinados

A atividade fisica (AF) de resisténcia provoca diversas respostas fisiologicas,
dentre elas a alteragdo dos padrbes de células sanglineas e atividade enzimatica.
Recursos alimentares sédo frequentemente utilizados para aumentar o rendimento
esportivo e minimizar os danos causados pelo exercicio. O tipo de proteina e sua
forma sao determinantes dos efeitos que estas podem proporcionar. As proteinas
do soro do leite (PSL) sao fontes de aminoacidos indispensaveis, dentre eles, os
de cadeia ramificada que estdo envolvidos na sinalizagao da sintese protéica e no
metabolismo energético, e os sulfurados que se destacam por serem precursores
para a formacdo de glutationa. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar os efeitos do consumo de dietas contendo proteinas do soro do leite, nas
formas intacta e pré-hidrolisada, no desempenho, composicdo corporal e
parametros bioquimicos e hematoldgicos de ratos submetidos a atividade fisica
em esteira. Foram utilizados animais machos divididos em dois grupos de acordo
com a pratica (treinados) ou nao (sedentarios) de AF, sendo estes subdivididos
em trés grupos conforme o tipo de proteina (AIN-93M): caseina (controle), e PSL
nas formas intactas ou pré-hidrolisadas como unica fonte de proteinas, totalizando
6 grupos experimentais. Os ratos ativos correram cinco dias por semana, durante
nove semanas consecutivas seguindo protocolo de treinamento com velocidade e
tempo progressivos. O desempenho dos animais foi crescente ao longo do
experimento em todos os grupos e a evolugdo de peso foi similar
independentemente da dieta ou da pratica de AF. Os resultados hematologicos e
bioquimicos mostraram efeito redutor do treinamento sobre os parametros
analisados sem interferéncia especifica da dieta, a excecdo da concentragcao de
glutationa total em eritrocitos que foi significativamente superior em animais
sedentarios que consumiram PSL intactas. A composi¢gdo quimica da carcaga
revelou um perfil lipidico reduzido em animais treinados em comparagdo aos
sedentarios, com significancia estatistica somente em relacdo aos grupos que
receberam PSL, mostrando ser um efeito positivo e dependente da agédo conjunta
da dieta e da AF. Dados de peso dos 6rgaos apontam possivel influéncia das PSL
sobre o figado e pancreas, mas o peso e o comprimento dos fémures nao
mostraram alteragdo nem pelo tipo de dieta nem pelo treinamento. Assim,
concluiu-se que os resultados obtidos nesse estudo sdo, em sua maioria,
decorrentes do efeito do treinamento, e que as PSL ao nivel oferecido na dieta
(12%), mesmo apresentando diferente forma fisico-quimica, ndo causaram
variagbes hematoldgicas e bioquimicas significativas quando avaliadas,
respectivamente, apds 24 horas da ultima sessao de treino e passadas 48 horas
do teste de desempenho final. Ressalta-se, entretanto, o potencial antioxidante
dessas proteinas pelo incremento da glutationa intracelular.

Palavras-chave: Atividade fisica, resisténcia, biomarcadores, proteinas do soro do leite,
glutationa
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ABSTRACT

Comparison of the nutritional, biochemical and physiological effects due to
milk protein consumption by sedentary and trained rats

Endurance exercise leads to many physiological responses, as changes in the
blood cells and enzymatic activity. Food resources are often used to improve the
sport performance and diminish injuries caused by exercise. The type and form of
protein are determinant of the effects that they can provide. Milk whey proteins
(MWP) are sources of indispensable amino acids, among them the branched-chain
amino acids are involved in protein synthesis signaling and energetic metabolism,
and sulfur ones point out in order to be precursors for glutathione formation. This
work was conducted with the objective of verifying the effects of consuming diets
containing MWP, in intact or pre-hydrolyzed forms over performance, body
composition, biochemical and hematological parameters in rats undergoing a
treadmill exercise. Male animals, segregated into two groups according to the
practice (trained) or not (sedentary) of exercise, were used. They were sub-
segregated into three groups regarding the type of protein in the diet (AIN-93M):
casein (control), and intact or pre-hydrolyzed MWP as the only source of protein,
for a total of 6 groups. Active rats run 5 d/wk, during nine consecutive weeks,
following a progressive time and speed protocol. The performance of the animals
increased for all groups along the experiment and weight evolution remained
similar independent of the diet and exercise. Hematological and biochemical
results showed that training had a diminishing effect over the analyzed parameters
without specific interference of the diet, except for total glutathione concentration in
erythrocytes that was significantly higher in the sedentary animals that consumed
intact MWP. Carcass chemical composition revealed a decreased lipid profile in
trained animals compared to sedentary, with statistical significance only related to
the groups that received MWP showing a positive dependence from the combined
action of diet and exercise. Analyses of organ weight data suggest a possible
influence of MWP upon liver and pancreas, but weight and length of femurs did not
show to be changed either by diet or exercise. Thus, it was concluded that
outcomes obtained in this study are mostly due to training, and that MWP at the
level offered in the diet (12%), even in different physical-chemical forms, did not
cause significant hematological and biochemical variation when analyzed,
respectively, 24 hours after the last training session and 48 hours from the final
performance test. It should be noted, however, the antioxidant potential of these
proteins by increased intracellular glutathione.

Keywords: Endurance exercise, biomarkers, milk whey protein, glutathione
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Introducao

1. INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de recursos ergogénicos na atividade fisica € uma pratica cada
vez mais freqlente, e as publicacbes cientificas dos ultimos anos ressaltam a
relacdo do consumo de proteinas e o exercicio fisico. Estes trabalhos demonstram
que a participagdo de aminoacidos nas reagdes do organismo, é mais importante
do que se pensava, tendo estes, acdes importantes na sinalizagdo da sintese
protéica, formacdo de compostos envolvidos com o sistema antioxidante,
modulagcdo de células imunoldgicas, entre outros (ERIKSEN et al., 2008;
ANTHONY et al., 2007, TIPTON e WITARD, 2007; HULMI et al., 2005; WU et al.,
2004a; GRIMM e KRAUS, 2001).

Devido a quantidade de variaveis encontradas nos estudos que avaliam o
papel das proteinas na atividade fisica, torna-se mais complexa a producdo de um
consenso sobre o protocolo mais adequado quanto: a quantidade requerida de
proteinas, o horario que devem ser administradas, o efeito fisiologico da
combinacdao de proteinas com outros nutrientes, a fonte e as caracteristicas
estruturais da proteina ingerida; além de todas essas condigcbes estarem
diretamente relacionadas ao tipo de exercicio fisico praticado — de forga,

resisténcia ou intermitente.

A unido e uniformizacdo dos dados obtidos com as diversas investiga¢des
sdao as principais dificuldades encontradas para elaboracdo de diretrizes. A
heterogeneidade dos protocolos de pesquisa envolvendo a pratica da atividade
fisica e o tratamento dietético utilizado, tanto em estudos com animais quanto com
humanos, faz com que a obtencdo de respostas seja um desafio aos
pesquisadores. Contudo, as organizagdes engajadas com a nutricdo e o esporte
procuram se posicionar frente as novas descobertas. E com isso, a cada trabalho

realizado, novas perspectivas sao propagadas.

Campbell et al. (2007), representando a Sociedade Internacional de Nutrigdo
Esportiva, afirmam que a quantidade de proteinas a serem ingeridas por um
individuo € dependente do tipo e da intensidade do exercicio, da qualidade da

proteina ingerida, e da ingestdo energética e de carboidratos. Aléem disso, esses
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autores se posicionam favoravelmente ao uso de suplementos protéicos, dizendo
serem estes métodos seguros e convenientes de se ingerir proteinas de alta

qualidade.

O mercado acompanha a produgao cientifica, e atualmente as proteinas do
soro do leite bovino (PSL) tém sido um dos suplementos esportivos mais
consumidos dentre os desportistas, fruto da ampla investigagdo da agcdo dessas
proteinas sobre o organismo e por consequéncia no desempenho atlético,
demonstrando serem mais vantajosas do que as demais proteinas até entdo
estudadas, como a caseina e a albumina que ja tiveram grande repercussao de

consumo.

As PSL apresentam inumeras propriedades bioldgicas que agregadas aos
resultados praticos que elas proporcionam, como o aumento do rendimento
esportivo, as colocam no topo da lista de venda dos suplementos protéicos. Dados
da FAO'indicam que o volume anual da produgéo do soro aumentou cerca de 2%
no periodo de 1995 a 2005, equiparando-se a produgdo do leite. Se ha alguns
anos as PSL eram consideradas um engodo as industrias de laticinios, nos dias
atuais alguma vantagem pode ser atribuida a venda do soro para subsequiente

tratamento ou beneficiamento na prépria industria (SMITHERS, 2008).

Muitas informagdes, entretanto, ainda permanecem contraditérias ou
insuficientes. Uma delas é a possivel superioridade de hidrolisados protéicos em
comparagao a proteina intacta, particularmente os do soro do leite bovino,
apontados em alguns estudos como fonte de peptideos bioativos (FIAT et al.,
1993), e que poderiam conferir melhor rendimento aos praticantes de atividade
fisica (BUCKLEY et al., 2008; TIPTON, 2007, PIMENTA et al., 2006; ABECIA-
SORIA, 2003; RAMOS, 2001; TASSI, 1996). Os estudos ainda sdo inconclusivos
€ as pesquisas acerca desses compostos devem esclarecer suas agdes e

viabilidade de aplicagao.

As questdes apresentadas geram estimulo as novas pesquisas que
procuram encontrar recursos que melhorem o desempenho e ainda proporcionem
manutencido ou até melhoria da qualidade de vida dos individuos praticantes de
atividade fisica (Gleeson, 2006). Diversos recursos sao utilizados para a avaliagao

2

1 - Food and Agriculture Organization of the United Nations
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do desempenho, dentre eles, o uso de marcadores biolégicos — o0s
‘biomarcadores’ bioquimicos, fisioldgicos e imunolégicos, tém sido empregados
com o intuito de monitorar as respostas ao treinamento, mantendo-as compativeis
com um estado de saude adequado, além de propiciar incrementos no treino que
levem os atletas/praticantes de atividade fisica a superar seus resultados e
alcancar seus objetivos, os quais muitas vezes estdo relacionados a busca
constante da melhor forma fisica, com interesse em alcangar um corpo com baixo
percentual de gordura e grande quantidade de massa muscular, seja para a

pratica esportiva ou para engajamento nos padrdes atuais de beleza corporal.

Por razdes éticas e viabilidade de execugao dos estudos, as informagodes
cientificas sao obtidas primeiramente por meio de pesquisas com animais. Assim,
neste trabalho procurou-se investigar, em ratos, a acéo das proteinas do soro do
leite bovino na forma intacta ou pré-hidrolisada, em associacido a atividade fisica
de resisténcia (corrida em esteira), identificando os efeitos bioquimicos,

hematoldgicos e anatémicos proporcionados por essas proteinas.
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2. REVISAO da LITERATURA

2.1 - Conceitos de atividade fisica

Buscando compreender o que a literatura apresenta a respeito das definicdoes
de treinamento, a afirmacao de Bompa (2001) de que “quase todas as atividades
fisicas incorporam elementos de forga, velocidade, duracdo e amplitude de
movimentos”, ilustra a diversidade das variaveis encontradas que abrangem as

caracteristicas de uma modalidade esportiva.

Toda atividade fisica se distingue essencialmente por dois fatores principais:
a intensidade e a duragao. Esses fatores, entretanto, ndo sdo independentes, pois
as atividades de alta intensidade ndao podem ser mantidas por um periodo
prolongado sem que a fadiga as interrompa. Assim, essas atividades s6 podem
ser realizadas executando-as por curto periodo e com intervalos de descanso para
propiciar a recuperagao. Ao contrario, as atividades de baixa intensidade podem
se prolongar por muito tempo mostrando claramente a relagéo intensidade versus
duragdo, sendo estas inversamente proporcionais (SIFF e VERKHOSHANSKY,
2004).

As vias metabdlicas demandadas durante a pratica da atividade para
suprimento energético sdo determinadas pelas caracteristicas de cada modalidade
esportiva. Existem atividades que envolvem predominantemente o metabolismo
aerobio, outras requerem energia por vias anaerdbias, e ha ainda aquelas,
denominadas intermitentes ou intervaladas, que alternam o mecanismo de

mobilizacdo metabdlica entre esses dois tipos (BOMPA, 2001).

Os exercicios para superacado da resisténcia® s&o os denominados exercicios
de forga, e a via anaerdbia € a principal para o fornecimento de energia. Ja os
exercicios de longa distancia ou duragdo e/ou muitas repeticdes, sao aqueles
referidos como exercicios de resisténcia ou endurance em que a manutengao da
atividade contratil do musculo € mantida por vias aerdbias de obtencao de energia.
A adaptacdo e o treinamento, todavia, de qualquer pratica esportiva, sao

4

2 - Esse tipo de exercicio é muitas vezes traduzido erroneamente da lingua inglesa. O termo utilizado resistance
exercice, representa as atividades resistidas, geralmente com o uso de cargas (pesos).
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condicionantes dautilizagcdo dos substratos energéticos utilizados (POWERS e
HOWLEY, 2000).

Durante a realizagdo de exercicios prolongados, o corpo cuidadosamente
preza pelo balango entre a disponibilidade e a utilizagdo de substrato energético
para manutencao da atividade contratil muscular e niveis de glicose sanguineos
compativeis com as necessidades dos 6rgaos e tecidos. A atividade de resisténcia
resulta em alteragcbes adaptativas da funcdo metabdlica muscular caracterizada
por um decréscimo na utilizagdo de carboidratos, apesar de sua contribuicdo
significativa, e aumento na oxidagao lipidica sendo essa resposta variavel de
acordo com o sexo — mulheres, segundo Carter et al. (2001), apresentam maiores
taxas de oxidagdo de acidos graxos do que os homens. E valido ressaltar que
essas alteragdes sao inerentes a adaptagdo ao exercicio que € alcangcada em
resposta ao treinamento, pois em individuos destreinados, uma sessado de
exercicio de resisténcia provoca resultados metabdlicos diferentes, com alto
consumo de glicogénio e menor capacidade de oxidagdo dos acidos graxos
(SPRIET, 2002; HAWLEY, 2002; KLEIN et al. 1994; TURCOTTE et al. 1992).

A corrida, quando executada de forma continua por um longo periodo de
tempo, pode ser definida como sendo uma atividade de resisténcia aerdbia, em
que a demanda de oxigénio é grande e constante para o fornecimento de energia
para a contracdo muscular. Contudo, quando a corrida € executada com
velocidade alternada, ou seja, oscilando entre uma velocidade mais rapida outra
mais lenta, essa diferenga ocasiona uma exigéncia muscular que a caracteriza
como uma atividade intermitente, transitando entre o metabolismo aerdébio e
anaeroébio (O’'BRIEN, et al., 2008).

2.2 - As Proteinas no Exercicio Fisico

De modo geral, para praticantes de atividade fisica, recomenda-se uma
maior quantidade de proteina devendo-se em grande parte a utilizagdo de
aminoacidos como fonte de energia, recuperagdo de microlesbes, e aporte

adicional para o ganho de massa magra. Segundo Lemon (1997), individuos
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envolvidos com exercicios de forca, poténcia e velocidade necessitam de 1,7 a
1,89 de proteina/kg de peso corpoéreo/dia, enquanto que aqueles que realizam
atividade de resisténcia precisam de 1,2 a 1,4 de proteinalkg de peso
corpdreo/dia; o que corresponde, respectivamente, a valores 125% e 75%

superiores a ingestdo recomendada para individuos sedentarios e saudaveis.

Em posicionamento publicado em 2000, organizagbes renomadas em
estudos da nutricdo e esporte — American Dietetic Association, Dietitians of
Canada, e American College of Sports Medicine, consideraram os valores de 1,6 a
1,7 e 1,2 a 1,4g de proteina/kg peso corpéreo/dia para atletas de forgca e
resisténcia, respectivamente, suficientes e facilmente atingidos pela dieta (ACSM,
2000). Corroborando com esses dados, a ‘International Society of Sports Nutrition’
(CAMPBELL et al., 2007), considera que individuos fisicamente ativos precisam de

aproximadamente 1,4 a 2,0 g de proteina por quilo de peso corporal por dia.

A necessidade de um aporte protéico maior para os praticantes de atividade
fisica de forga tanto quanto de resisténcia € bem aceita e, embora haja um
posicionamento de especialistas acerca dos requerimentos de proteina para
esportistas, um amplo segmento da populacdo que pratica esporte ou
fisiculturismo consome dietas hiperprotéicas, associadas a outros suplementos
(MAUGHAN e BURKE, 2004; JUHN, 2003; SANTOS e SANTOS, 2002).

Aparentemente, o0 momento da ingestado de proteinas ao longo do dia seria
pouco importante desde que os valores individuais diarios fossem atingidos. No
entanto, o consumo de proteinas quando realizado préximo a execucao da
atividade fisica — alguns minutos antes, durante ou apds — parece ter efeitos
metabdlicos importantes na recuperagdo muscular e promocado de efeitos
imunoldgicos (TIPTON, 2007; TIPTON et al., 2004; TIPTON et al., 2003; TIPTON
et al., 2001).

A qualidade da proteina € um quesito importante para as variadas respostas
esperadas, sendo o perfil aminoacidico um dos principais determinantes dessa
qualidade. A ingestdo de aminoacidos estimula seu transporte para o interior das
células musculares esqueléticas, e sua administracdoapds o exercicio aumenta a
sintese protéica e reduz a quebra de proteinas (HOWARTH et al., 2008; GAINE et
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al., 2007; AOI et al., 2006; PADDON-JONES et al., 2004; SHORT et al, 2004). De
fato, a suplementagdo com aminoacidos é efetiva na reducdo dos danos
musculares e aumento da recuperacao de tais danos. Muitos estudos indicam que
os BCAAs® (aminoacidos de cadeia ramificada) s&o os principais responsaveis por
essa gama de respostas, sendo a leucina o0 aminoacido que esta mais relacionado
a essa caracteristica (BLOMSTRAND, 2006).

As fontes comuns de suplementos protéicos incluem o leite (caseina e o
soro), o ovo (albumina), e os extratos de soja. Alguns aminoacidos isolados como
os BCAA, também sio comercializados. Todas essas proteinas sao boas fontes
de aminoacidos essenciais, porém as proteinas do soro do leite apresentam os
valores mais elevados relativos aos indices de qualidade de proteinas (valor
bioldgico, escore de aminoacido, digestibilidade, PDCAAS*). Considerando que
essa seria uma vantagem as proteinas do soro, poderia se esperar melhores
respostas fisioldgicas ao utilizar essa fonte de proteina na dieta (HOFFMAN E
FALVO, 2004).

Além da mais elevada qualidade nutricional conferida as proteinas do soro do
leite, a forma fisico-quimica que estas proteinas séo ingeridas estao relacionadas
a diferentes efeitos fisioldgicos. Alguns peptideos resultantes da hidrdlise parcial
de proteinas intactas podem ser considerados bioativos, estimulando o organismo
de forma variada (SAINT-SAUVEUR et al., 2008; GAUTHIER et al, 2006). Assim a
administragdo dos hidrolisados protéicos tem sido também uma estratégia para
garantir a ingestdo de aminoacidos essenciais e proporcionar seus beneficios

funcionais.

2.3 - Proteinas do soro do leite (PSL)
Das proteinas do leite, o soro representa apenas 20% do total, sendo os 80%
restantes correspondentes as caseinas. Por muito tempo o soro do leite — produto

da manufatura do queijo e do processo de coalho — foi considerado um residuo

sem qualquer fungdo. A descoberta de aplicagdes nutricionais para o soro do leite
elevou seu conceito na produgdo queijeira como um co-produto para o

7
3 — Aminoacidos de Cadeia Ramificada = do inglés, Branched-Chain Amino Acids (BCAA)
4 — Score de aminoacidos corrigido pela Digestibilidade protéica = do inglés, Protein Digestibility Corrected Amino
Acid Score (PDCAAS)
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processamento e melhorando a qualidade de outros produtos (HOFFMAN e
FALVO, 2004, MARSHALL, 2004).

O soro € um liquido translucido amplamente reconhecido pelo valor de seus
componentes que incluem especialmente as proteinas. Estas possuem
propriedades nutricionais e bioldgicas importantes particularmente a promocgéao de
saude e prevengao de doencas. As proteinas que o compde apresentam as
seguintes caracteristicas confirmadas em diversos estudos: a) atividade
antimicrobiana e antiviral, b) propriedades imuno-estimulatorias, c) atividade
anticarcinogénica; sendo a propriedade dessas proteinas em desempenhar tais
fungdes, particular a cada uma delas (MADUREIRA et al, 2007).

Todos os constituintes das proteinas do soro do leite proporcionam altos
niveis de aminoacidos indispensaveis e aminoacidos de cadeia ramificada quando
comparados a varias fontes de proteinas vegetais e a bioatividade desses
compostos podem conferir efeitos benéficos. Os aminoacidos encontrados no soro
do leite sdo mais facilmente absorvidos e utilizados em comparagao a solugdes de
aminoacidos livres. Além disso, apresentam maior concentracido de aminoacidos
de cadeia ramificada — leucina, isoleucina e valina — que sao importantes para o
crescimento e reparacao de tecidos, sendo esse fator associado particularmente a
leucina por ser uma “pecga-chave” no metabolismo protéico durante a traducao e
iniciagcao das vias de sintese protéica (HOFFMAN e FALVO, 2004).

As proteinas do soro do leite sdo também ricas em aminoacido sulfurados
(cisteina e metionina), que em altas concentragdes podem aumentar a fungéo
imune por meio da sua conversao a glutationa (MARSHALL, 2005). Os principais

componentes protéicos do soro do leite sdo apresentados a seguir.

2.3.1 — Componentes protéicos do soro do leite
2.3.1.1 - Lactoferrina

A lactoferrina — uma glicoproteina que se liga ao ferro — é um antioxidante
nao enzimatico encontrado nas fragdes do soro do leite tal como no colostro. Os

componentes da lactoferrina do soro do leite consistem em aproximadamente 689
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residuos de aminoacidos, enquanto a lactoferrina humana possui 691 residuos
(MARSHALL, 2004).

A lactoferrina do soro € composta por uma cadeia Unica de polipeptideos
com dois sitios de ligacdes para os ions férricos. Antes do processamento, a
lactoferrina bovina é apenas 15 a 20% saturada com ferro. A lactoferrina
depletada de ferro, como a encontrada no leite humano é definida como contendo
quantidades inferiores a 5% de ferro e é denominada de apolactoferrina (STEIJNS
e VAN HOOIJDONK, 2000)

A concentracdo de lactoferrina no leite e no colostro humano é de
aproximadamente 2mg/mL e 7mg/mL respectivamente, alcangando a maxima
concentracdo de 30mg/ml no colostro. Ja no leite e no colostro bovino os valores
encontrados sdo bem menores — por volta de 0,2mg/mL e 1,5mg/mL,
respectivamente. A lactoferrina € um componente dominante da proteina do soro
no leite humano, contudo a concentracdo de proteinas do soro em produtos
comerciais € de apenas 0,35 a 2,0% do total de proteinas (KAITO, 2005;
MARSHALL, 2004). Quando isolada essa glicoproteina parece apresentar efeitos

satisfatérios na inibicdo do crescimento bacteriano e combate a virus.

2.3.1.2 - Imunoglobulinas

As imunoglobulinas (Ig) sdo anticorpos e podem ser encontrados em 5
classes — IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. As IgG constituem aproximadamente 75% dos
anticorpos de um adulto e é transferida da mae para o bebé, no utero via cordao
umbilical e pelo aleitamento materno tornando-se a primeira linha de defesa
referida como “imunidade passiva” (GUYTON, 2002).

A IgA que é secretada no processo de amamentagdo alcanga o trato
digestorio do recém-nascido quando este ingere o leite materno, proporcionando-
Ihe maior imunidade em comparacao a bebés que recebem leite de outras fontes

como o leite de vaca e as férmulas infantis (Nascimento e Issler, 2003).

O colostro apresenta quantidades significativamente maiores de
imunoglobulinas do que o leite maduro, alcangando sua maior concentracéo nas

primeiras 48 horas pos-parto. O soro do leite bovino apresenta 10 a 15% das suas
9
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proteinas na forma de imunoglobulinas sendo que 0,6 a 0,9 mg/mL séao
encontradas na forma de IgG — a principal imunoglobulina desse composto
(SGARBIERI, 2004)

2.3.1.3 - B - lactoglobulina

Essa proteina constitui cerca da metade das proteinas do soro do leite
bovino e no leite humano ela ndo é encontrada. Pouco se sabe sobre sua acao
fisiologica, contudo, além de ser otima fonte de aminoacidos essenciais e de
cadeia ramificada, essa proteina carrega pequenas moléculas hidrofébicas
incluindo o acido retindico capazes de modular potencialmente as respostas
linfaticas (MARSHALL, 2004). Ha, entretanto certa controvérsia a respeito de suas
propriedades fisiologicas sobre o possivel efeito alergénico proveniente dessa

proteina uma vez que nao é encontrada no leite humano (RICHARDS, 2002).

2.3.1.4 - a - lactoalbumina

A a-lactoalbumina € umas das principais proteinas do leite humano e bovino
perfazendo aproximadamente 50 e 25% do total das proteinas do soro,
respectivamente, contendo uma ampla variedade de aminoacidos incluindo os
essenciais e o0s de cadeia ramificada (SGARBIERI, 2004; VARNAM e
SUTHERLAND, 1994).

A extracao da a-lactoalbumina produz uma fragao relativamente pura, a qual
€ comumente utilizada em formulas infantis por apresentar grande similaridade
com a proteina do leite humano. Algumas industrias, entretanto, visando redugao
de custos, utilizam técnicas mais simples, adicionando as férmulas infantis, o soro
do leite desmineralizado (MARSHALL, 2004).

2.3.1.5 - Lactoperoxidase
O soro do leite apresenta varias enzimas — hidrolases, transferases, liases,
proteases, e lipases. A lactoperoxidase, uma enzima importante na composigao
do soro do leite, € a mais abundante e a maioria desaparece do soro com a
10
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coagulacdo, no entanto ndo é inativada durante o processo de pasteurizacdo. E
encontrada na proporgao de 0,25 a 0,5% do total de proteinas apresentando a
capacidade de catalisar a formacédo de certas moléculas incluindo o peroxido de
hidrogénio (H2O). Estas enzimas levam a peroxidac&o de tiocianato e algumas
halidas (iodina e bromo) que por fim geram produtos que inibem e/ou matam uma
série de espécies de bactérias (MARSHALL, 2004).

2.3.1.6 - Glicomacropeptideos

Também referido como macropeptideo da caseina, o glicomacropeptideo
(GMP) € uma proteina presente no soro do leite devido a agdo da quimosina sobre
a caseina no processo de formagdo de queijo sendo encontrado em
concentragdes de 10 a 15%. Esse composto somente € obtido quando utiliza-se a
quimosina no processo, dessa forma, os queijos que nao sao fabricados com o
uso da quimosina, ndo apresentam os GMP (MARSHALL, 2005;
SGARBIERI,2004).

O GMP é altamente concentrado em aminoacidos de cadeia ramificada, mas
€ carente de aminoacidos aromaticos —fenilalanina, triptofano e tirosina, o que faz
com que seja a unica proteina naturalmente livre de fenilalanina e dessa forma

segura para individuos com fenilcetonuria (MARSHALL,2004).

2.3.1.7 - Soro albumina

A soro albumina bovina compde em torno de 10% das proteinas do soro e €
rica em aminoacidos essenciais. Ela ndo é sintetizada na glandula mamaria, mas
€ transportada passivamente para o leite via corrente sanguinea. Uma importante
propriedade dessa proteina ¢é inibir o crescimento de tumores e proteger lipideos

contra oxidagao induzida por compostos fenélicos (MADUREIRA et al., 2007).

11
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2.3.2 — Produtos do soro do leite

O processamento do soro por variadas técnicas promove o rendimento de
diferentes subprodutos que podem ser aplicados na industria de alimentos no
preparo de molhos, como emulsificantes, aplicagdo em férmulas infantis, assim
como no mercado esportivo por sua versatilidade e apelo: sabores variados,
shakes na forma de pé, liquida, em barras e em variadas concentragdes. Dentre

os produtos comumente encontrados, citam-se:

1) Concentrados protéicos do soro do leite — pode ter diferentes
concentracbes dependendo da tecnologia aplicada, rendendo produtos com
35%, 50%, 65% ou até cerca de 80% de proteinas,

2) Isolados protéicos do soro do leite — representam a forma mais pura,
contendo de 90 a 95% de proteinas,

3) Hidrolisados protéicos do soro do leite — obtido pela hidrdlise parcial das
proteinas contidas geralmente nos concentrados de maior teor protéico,
portanto, apresentando também o teor médio de 80% de proteinas em sua
composicgao.

2.3.3 — Caracteristicas dos produtos do soro leite

Como a acado das proteinas do leite é facultativa a sua estrutura e
composicdo de aminoacidos, deve-se considerar que as caracteristicas fisico-
quimicas dessas proteinas promovem diferentes respostas fisiologicas que sao
determinantes dos efeitos propostos. Segundo Boirie e colaboradores (1997), a
velocidade de absorgcdo poés-prandial das proteinas afeta sua sintese, quebra e
deposicdo nos tecidos. Esses pesquisadores relatam que as proteinas do soro do
leite induzem um aumento rapido da aminoacidemia por um curto periodo de
tempo, enquanto as caseinas ao contrario, provocam um aumento prolongado,
como um platd, porém de forma moderada, provavelmente devido ao seu lento

esvaziamento gastrico.

De acordo com a velocidade de absor¢cdo das proteinas foi adotada a
definicdo de “proteina rapida” ou “proteina lenta”. Assim, em estudo posterior

conduzido pelo mesmo grupo (DANGIN et al., 2001), foi constatado que uma

12
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mistura de aminoacidos livres de mesma composicdo que a proteina intacta,
apresenta mais rapida absorcdo, e que a estimulacdo da sintese protéica foi
enfatica e imediata apos a ingestao de proteinas rapidas (PSL) enquanto que esse
estimulo n&do foi prontamente evidenciado pela ingestdo de proteinas lentas
(caseina). Presume-se que uma proteina ja considerada de rapida absorgdo como
as PSL teriam sua absorgcado ainda mais rapida estimulando ainda mais a sintese
protéica se esta fosse ingerida na sua forma hidrolisada, o que seria interessante

na recuperacao das proteinas teciduais.

Os beneficios da utilizacdo de hidrolisados protéicos foram primeiramente
relacionados ao seu carater hipoalergénico. Na nutricao clinica, por exemplo, os
hidrolisados protéicos do soro do leite vém sendo utilizados como constituintes de
formulagbes infantis para criangas com alergia as proteinas do leite de vaca
(TERRACCIANO, 2002).

A hidrdlise das proteinas prové fragdes protéicas — os peptideos; que podem
apresentar atividade imuno-moduladora. Esses peptideos sé&o parte da sequéncia
primaria das proteinas ou podem estar naturalmente presentes no soro. S&o
liberados durante a digestdo no intestino e podem também ser obtidos por
hidrolise enzimatica in vitro. Contudo, a quantidade liberada no processo de
digestdo, segundo Gauthier (2006), € muito pequena para provocar efeitos
significativos, abrindo espago para a produgdo comercial em larga escala de
concentrados de peptideos bioativos usando a hidrélise enzimatica e tecnologias

de separacado — uma realidade ainda pouco encontrada.

Apesar de atualmente os peptideos serem considerados como potencial
recurso terapéutico por modularem o sistema imune, ndo se pode deixar de
mencionar que muitos estudos utilizando os concentrados do soro do leite bovino
produziram resultados positivos nas pesquisas clinicas, que podem provavelmente
estar associados as fragdes protéicas, mas que nao deixaram de atribuir efeitos
benéficos desses compostos mesmo em quantidades diminutas (MORENO et al.,
2006; RUTHERFURD-MARKWICK, 2005; DIAS, 2004;LOW et al., 2003). Com
isso, pode-se afirmar que muitos beneficios sdo encontrados com relacdo as PSL
independentemente da forma com que elas sdo administradas, — concentrados,
isolados ou hidrolisados — e que existe uma tendéncia em isolar os componentes

13
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do soro, compreendendo individualmente sua agao no organismo (MADUREIRA et
al., 2007).

Os produtos do soro do leite sdo legalmente comercializados no Brasil de
acordo com a Portaria n ° 222, de 24 de margco de 1998 da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), tendo esta, caracterizado os alimentos protéicos
para atletas aqueles com, no minimo, 65% de proteinas de qualidade nutricional
equivalente as proteinas de alto valor nutricional, como as encontradas no leite e

seus derivados.

2.4 - O uso das PSL em Exercicios de Resisténcia (Endurance)

A literatura cientifica acerca da utilizacao das PSL é bastante diversificada
quanto aos seus efeitos em associagado a atividade fisica. A primeira situagao a
ser identificada € o tipo de atividade fisica envolvida nos protocolos experimentais.
Assim, serdo considerados dois grandes grupos: os exercicios de for¢ca e os de
resisténcia, independente da modalidade, mas atendo-se as caracteristicas
metabdlicas dessas atividades. A revisdo sera enfocada na atividade de

resisténcia por ter sido a utilizada no presente estudo.

Conforme a intensidade da atividade de resisténcia, a participacdo dos
substratos energéticos para prover energia se modifica. Em exercicios de longa
duracdo e alta intensidade (~ 85% VOzmsx) O glicogénio tem um papel mais
enfatico em suprir a demanda do que em atividades moderadas de menor
requerimento de oxigénio (~60% VO2max). Entretanto, em ambos, a sua
participacdo € importante para execugédo da atividade ja que sua deplegcdo esta
associada a fadiga e redug¢ao do desempenho. A suplementagdo com carboidratos
promove a recuperagdo do glicogénio sendo sua utilizagdo recomendada por
especialistas (KERKSICK et al., 2008).

Nos ultimos tempos, os estudos com PSL tém demonstrado agregar
qualidade na capacidade de recuperar, ou preservar, os niveis de glicogénio apos
o exercicio. Morifuji et al. (2005b), por exemplo, avaliaram o efeito de dietas

contendo proteinas do soro do leite em comparag¢ao a caseina e proteinas da soja
14
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e verificaram que as PSL foram capazes de promover maiores estoques de
glicogénio hepatico em ratos treinados em esteira (25m/min, 30min/dia, 4x/sem).
Os autores investigaram também, a atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo hepatico, constatando que aquelas envolvidas nas vias glicolitica e
gliconeogénica eram diferentes entre os grupos com ingestdo das diferentes
proteinas: o grupo exercitado que recebeu PSL apresentou atividade mais elevada
das enzimas desta segunda via, que os outros grupos. Adicionalmente, foi
encontrado maior nivel de alanina sérica com maior atividade da alanina
aminotransferase hepatica, sendo os resultados do estudo associados ao perfil
aminoacidico das PSL que contém quantidades elevadas de BCAA. Esses
aminoacidos, presentes em grande quantidade no musculo, teriam aumentado a
degradacgdo das proteinas musculares aumentando os seus niveis séricos e 0s
disponibilizando para o metabolismo gliconeogénico. Embora ndo tenha sido
evidenciado aumento na atividade da glicogénio sintase, segundo os autores, os
precursores da sintese de glicogénio obtidos com a via gliconeogénica estimulada,

poderiam ter resultado no aumento dos niveis de glicogénio hepatico.

A preservacgao do glicogénio também foi constatada no estudo de Pimenta et
al. (2006), ao avaliar ratos alimentados com PSL na forma intacta ou pré-
hidrolisada em trés condigdes experimentais: sedentarios, treinados, e treinados
submetidos a um teste de exaustado, verificando que passadas 48 horas apds o
exercicio, os niveis de glicogénio, neste caso muscular, foram equivalentes em
todos os grupos independentemente da dieta ou treino. Esse resultado foi avaliado
como sendo positivo, indicando que mesmo havendo possivel deplecdo do
glicogénio muscular durante atividade, no periodo de recuperagao, este voltou a
niveis considerados normais ja que foram similares aos niveis dos sedentarios.
Além disso, com o teste de exaustdo aplicado aos animais, foi verificado que
aqueles que receberam PSL hidrolisadas tiveram melhor desempenho
permanecendo maior tempo em atividade. Os resultados dos niveis de albumina
sérica elevados, e os de lactato diminuidos, também no mesmo grupo que
mostrou melhor desempenho em comparagdo aos outros grupos, revelam uma
possivel superioridade dos hidrolisados protéicos do soro do leite em relagéo a

forma intacta dessas proteinas.
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Se o metabolismo de carboidratos € modificado pela agdo conjunta da
atividade fisica e das proteinas oferecidas na dieta como evidenciado nos
trabalhos acima citados, pode-se esperar que outras fontes supram a demanda
energética durante a atividade. A participagcdo dos BCAA é reconhecida em
atividades aerdbias, e o aumento da sua oxidagao foi relacionado ao aumento
concomitante da oxidagao de acidos graxos (AG) durante esse tipo de atividade,
via ativagdo do complexo enzimatico para o catabolismo de BCAA por ligantes,
que nesse caso sao os proprios AG, de receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPARa) que tém papel regulatério de genes envolvidos na captagao
e oxidagao dos AG (SHIMOMURA et al., 2004).

A participagdo conjugada dessas duas vias (catabolismo de AG e de BCAA)
parece comandar a integragdo engenhosa das vias metabdlicas que provém os
substratos energéticos requeridos durante a atividade, e as PSL se relacionam
com esse cenario de forma a acentuar esse perfil, como relatado por Morifuji et al.
(2005a), ao demonstrar aumento da oxidagado dos AG propiciadas pela ingestao
de tais proteinas. No estudo desses pesquisadores, a oxidagao lipidica muscular
foi verificada em ratos alimentados com PSL, os quais apresentaram maior
atividade muscular das enzimas relacionadas a sintese de AG com paralela
supressao de enzimas hepaticas e expressdo de seus mRNA, do que os animais

que receberam caseina como fonte protéica da dieta.

As caracteristicas das PSL quanto a composicdo de seus aminoacidos,
parecem ser a principal justificativa para as respostas metabdlicas obtidas quando
da sua utilizacdo em associagcao a AF — elas provém os BCAA em quantidades
elevada (~25% do total de AA), e estes poderdo ser oxidados durante o esforgo
exercendo um papel importante no metabolismo de carboidratos e ainda estao
envolvidos na sinalizagdo da sintese protéica (BLOMSTRAND et al. 2006;
HOLECEK, 2002; ANTHONY et al.,, 2001; BORGES et al., 2001; HOOD et al.,
1990). Além disso, outras caracteristicas dessas proteinas ainda n&o tao
exploradas em atividades de resisténcia também indicam que elas podem ser
benéficas para o organismo. Em recente estudo, foi demonstrado que PSL
hidrolisadas diminuiram a atividade intestinal da glutaminase em ratos submetidos

a exaustdo em corrida de esteira, enquanto que o treinamento por si s0, tendeu a
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aumenta-la. Os resultados sédo consistentes com a conclusdo de que o consumo
de hidrolisados protéicos do soro do leite leva a pequena ou nenhuma modificagao
do sistema digestivo proteolitico, e que a diminui¢do da atividade da glutaminase
deve estar associada a um efeito anti-estresse (NERY-DIEZ et al., 2009). A agao
imunomoduladora é outro exemplo do peculiar aproveitamento dessas proteinas e
essa atividade esta intrinsecamente relacionada ao conteudo de glutationa
intracelular (SMITHERS, 2008; MADUREIRA et al, 2007; MARSHALL, 2004). Esse

tripeptideo sera explorado a seguir, dada a relevancia de sua atuagéo.

2.5 - Glutationa como agente antioxidante

A compreensdo da atividade antioxidante promovida pelas proteinas do
lactosoro é particularmente primordial para entender o modo pelo qual o soro do
leite prové atividade imunoestimulatéria. O fornecimento de proteinas ricas em
cisteina auxilia a sintese de glutationa e esta € composta de glicina, glutamato, e
cisteina. Tanto a cisteina quanto a glutamina sdo fundamentais na coordenagao
das respostas de células T de macrofagos e linfocitos (MARSHALL, 2004; WONG
e WATSON, 1995). Durante a inflamagédo os macréfagos transportam a cisteina
para o tecido afetado. A cisteina pode ser sintetizada a partir da metionina no
figado de individuos adultos ou pode ser obtida pela ingestdo de proteinas que a
contenham (GRIMM e KRAUS, 2001)

A glutationa atua na depuracao do perdxido de hidrogénio que é uma espécie
nao radicalar que pode ser precursora do radical hidroxila — um dos radicais livres
mais reativos no organismo. Quando ha estresse oxidativo esta € depletada, o que
geralmente ocorre na doenga, infecgdo, trauma, medicagdo, cirurgia, e na
atividade fisica; foco de estudo desse trabalho. Os antioxidantes sdo bem
documentados por exercer papel vital na manutencdo da saude e prevencao de
doencas (WU et al, 2004a).

As moléculas de cisteina com suas ligacbes covalentes, quando estas
apresentam forma integra, ndo desnaturadas, sdo a base para producao de

glutationa na produgao intracelular, tornando-se um aminoacido critico por sua
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necessidade (MARSHALL, 2005). A glutationa € naturalmente encontrada em
todas as células de mamiferos, sendo a principal defesa contra o estresse
oxidativo. Os niveis de glutationa diminuem com a ingestdo insuficiente de
nutrientes em virtude do metabolismo aumentado no caso de doengas ou na
desnutricdo protéica oriunda da falta de alimentos. A cisteina na sua forma
combinada com a glutamina (glutamilcisteina) é o passo limitante para a produgao
de glutationa, sendo assim a ingestdo de proteinas com baixo teor de cisteina e/ou
glutamina, limita a obtencdo e disponibilidade de glutationa (GRIMBLE e
GRIMBLE, 1998).

Os aminoacidos glutamina e arginina sao importantes para a sintese protéica
de células imunocompetentes podendo ser caracterizados como aminoacidos
condicionalmente indispensaveis em casos de doenca e infeccdo (WHO, 2002). A
arginina pode ser sintetizada a partir da citrulina no rim do adulto, mas uma carga
adicional parece ser necessaria durante estados hipercatabdlicos e aumento do
turn over protéico. Os linfocitos dependem da arginina para manter um
crescimento celular normal (GRIMM e KRAUS, 2001). Ja a glutamina é a mais
importante fonte de nitrogénio no corpo humano e representa cerca de 20% do
total de aminoacidos no plasma e 60% nos musculos. Apesar de quase todas as
células processarem a glutamina sintetase para obteng¢ao de glutamina a partir de
glutamato, ainda assim & um aminoacido condicionalmente indispensavel. O
principal responsavel pelo fornecimento enddégeno da glutamina € o tecido
muscular esquelético e em situagdes de hipercatabolismo € transportada do pool
intracelular de aminoacidos livres para a corrente sanguinea para suprir outras
demandas fazendo com que as concentragdes dentro da célula diminuam
requerendo a quebra de outras proteinas para sintetizar a glutamina a partir de
outros aminoacidos (GRIMM e KRAUS, 2001; GRIMBLE e GRIMBLE, 1998).

O soro do leite ndo desnaturado € um bom precursor natural para a sintese
de glutationa, constituindo grandes quantidades de cisteina e glutamina nao
desnaturadas (MARSHALL, 2004) representando uma alternativa para aumentar

0s niveis de glutationa.
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2.6 - Marcadores biolégicos

De acordo com Gleeson (2002), para um marcador ser considerado
eficiente ele deve preencher os seguintes critérios: deve ser sensivel a carga de
treinamento, e de preferéncia nao ser afetado por outros fatores como a dieta. As
mudangas ocorridas nos marcadores devem ser detectadas antes de se atingir o
estado de overtraining, onde ocorre um decréscimo do desempenho, e as
alteragdes decorrentes da resposta aguda ao exercicio devem ser diferenciadas
das mudancas crénicas. Além disso, idealmente os marcadores devem ser faceis

de serem medidos e nao muito caros.

O impacto causado pelo exercicio nos niveis hematologicos € conhecido. Ha
relatos de aumento nos niveis de hemoglobina apds o exercicio devido
primariamente a hemoconcentragédo pela perda de agua, aumento no numero de
plaquetas circulantes, alteragbes em leucdcitos elevando seus valores
imediatamente apds o exercicio e permanecendo elevados ao longo de dias
(WARDYN et al, 2008). A relagdo dessas alteragdes fisiologicas com o
comprometimento do desempenho em associagao a diferentes fontes de proteinas

na dieta ainda é pouco conhecida.

Contudo, o desempenho estda também relacionado a inducdo de danos
musculares pelo exercicio, sendo um forte candidato para a diminui¢do temporaria
da performance. Sabe-se que atletas envolvidos com treino pesado apresentam
elevagao de proteinas musculares, como as enzimas creatina quinase (CK) e a
lactato desidrogenase (LDH). Essas enzimas fornecem uma indicagcao do grau de
adaptacao metabdlica do musculo esquelético ao treinamento fisico. Ambas estao
envolvidas no metabolismo muscular e suas concentragdes sao geralmente
baixas, aumentando consideravelmente apds exercicio intenso e miopatia. A
intensidade e a duragdo da atividade fisica s&do sugeridas como fatores
relacionados aos danos musculares na dependéncia da sua quantidade
(BRANCACCIO et al., 2008; BRANCACCIO et al.,, 2006; BRANCACCIO et al.,
2007).
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O musculo ndo é o unico tecido que reflete as mudancas provocadas pelo
exercicio fisico. Enzimas hepaticas também apresentam alteracbes em suas
atividades, sendo as aminotransferases comumente mensuradas para avaliar o
dano hepatico causado em decorréncia ao treinamento fisico intenso, bem como
em doengas que acometem esse 6rgao. A alanina aminotransferase (ALT),
produzida principalmente no figado que, entre outros tecidos, catalisa a
transferéncia de grupos amino entre L-alanina e L-glutamato. Ja a enzima
aspartato aminotransferase (AST), envolvida com a conversdo de aspartato e o-
ceto-glutarato em oxalacetato e glutamato, €& encontrada no figado em
quantidades diminutas em relacdo a ALT, e esta presente em tecidos como
musculo, coragao, rins, cérebro e pulmdes. A ALT € um marcador considerado
mais especifico ao tecido hepatico do que a AST, no entanto, a mensuragao de
ambas tem seu valor na distincdo de hepatites e outras lesbes do parénquima
celular de demais tecidos que nao o hepatico (BESSA, 2008; SHIMOMURA,
2006a; SHIMOMURA 2006b; ARAUJO, 2006). Considerando o grande trabalho
muscular durante a atividade fisica, com enfatica demanda energética, a
participacdo das proteinas no metabolismo aumenta e o catabolismo de
aminoacidos se intensifica. O teste de creatinina, que € um produto da degradagao
da fosfocreatina, pode ser utilizado para acompanhar alteracdbes da massa
muscular ja que a obtenc¢do desse produto é proporcional a sua utilizacdo e em

situacado de normalidade da fungao renal seus valores sao constantes.

Devido ao fato da atividade fisica intensa poder provocar aumento da
producao de radicais livres, condi¢ao esta, que em desequilibrio com 0s recursos
antioxidantes do organismo leva ao estresse oxidativo, os compostos envolvidos
nesse sistema funcionam como marcadores e podem evidenciar o dano muscular
induzido pelo exercicio. Como os eritrécitos sdo altamente expostos ao estresse
mecanico e oxidativo, assim como a mudangas no pH extracelular e citosdlico,
induzidos pela atividade fisica, e devido a sua grande exposi¢céo a altas taxas de
fluxo de oxigénio e altas concentragées de acidos graxos poliinsaturados, estes
parecem ser mais vulneraveis as reacdes de oOxido-reducdo durante o exercicio
intenso (PETIBOIS e DELERIS, 2005). A determinacdo de glutationa em

eritrocitos e da enzima glutationa peroxidase envolvida no sistema antioxidante e
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que catalisa a reagao de oxidagao da GSH com o peroxido de hidrogénio, podem

ser uma estratégia para avaliar o nivel de estresse oxidativo.

2.7 - Composicao Corporal

As caracteristicas de tamanho, forma, propor¢ao e composig¢ao revelam que
cada individuo apresenta uma determinada forma fisica. As variagdes individuais
passaram a ser consideradas para melhor avaliagao do perfil corporal ja que este
tem mudado ao longo dos ultimos anos em virtude da crescente presenga da
obesidade (ELLIS, 2000). No ambito esportivo, a avaliagdo antropométrica feita
periodicamente pode auxiliar no acompanhamento da resposta adaptativa do
organismo aos estimulos do treinamento fisico, além de caracterizar as
proporcdes corporais dos atletas, servindo até como ferramenta de distingdo do
perfil atlético para engajamento em determinada modalidade esportiva
(HEYWARD e STOLARCZYK, 2000).

Diversas técnicas tém sido usadas desde o inicio dos primeiro estudos para
analise da composicao corporal, que se baseiam em duas formas de avaliar o
corpo: uma delas é através de ‘componentes quimicos’, que considera que somos
compostos de agua, gordura, proteinas e minerais; e a outra usa modelos de
compartimento corporal, isto é, componentes definidos conforme o método
empregado o qual ndo necessariamente coincide com estruturas anatémicas
especificas. Os modelos de compartimento sao classificados em simples, de dois,
até modelos mais complexos, de varios compartimentos (multi-compartimental).
No modelo classico de dois compartimentos, o corpo € dividido em duas partes:
uma consiste na gordura corporal e a outra, em todos os outros tecidos
remanescentes sendo definida como massa livre de gordura, mais conhecida
como ‘massa magra’. Modelos que abarcam maior numero de partes corporais
distinguem os componentes da massa livre de gordura em conteudo mineral
0sseo e ndo Osseo, agua e fluidos, e componentes viscerais (HENCHE e
PELLICO, 2005; ELLIS, 2000).
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Basicamente, existem dois tipos de acesso a composi¢ao corporal: métodos
diretos e indiretos. O método direto é feito através da dissecagao de cadaveres, ja
os métodos indiretos realizados ‘in vivo’, consideram variaveis quimicas e
estimativas das caracteristicas teciduais (HENCHE e PELLICO, 2005). O estudo
da carcaca de animais € um método direto de avaliagdo da composi¢cao quimica
das estruturas moleculares corporeas podendo traduzir as alteragdes ocasionadas

pela alimentacao e atividade fisica.

Embora os exercicios de forca promovam com eficiéncia a hipertrofia
muscular, nas atividades de resisténcia quando o trabalho é submaximo (60-70%
do VO, maximo), a mobilizacdo de lipideos dos adipdcitos ocorre de forma
acentuada. A presenga de acidos graxos livres no sangue pode aumentar sua
oxidagdo sendo estes entdo utilizados como substrato energético durante a
atividade fisica, o que poderia assim reduzir a gordura corporal quando o gasto
caldrico superasse a ingestao caldrica alimentar (SIFF e VERKHOSHANSKY,
2004; IKEDA et al., 2002; CARTER et al.,, 2001; POWERS e HOWLEY, 2000).

Dessa forma, ambas podem modificar o perfil corporal, porém por diferentes vias.

Se por um lado as proteinas de alto valor biolégico sdo genericamente
recomendadas para aumentar a massa magra, por outro, o uso de proteinas
especificas como as do soro do leite bovino que apresentam compostos bioativos
e podem agir sinergisticamente com o calcio lacteo, vém sendo associadas a
reducdo da massa de gordura corporal (ZEMEL, 2004), podendo ser uma
estratégia interessante para obtengdo de alteracbes da composigdo corporal ja

que esses dois beneficios podem ser concomitantemente desejados.

Dentre os efeitos das PSL, ao menos dois deles estdo diretamente
relacionados as alteragbes da massa magra (sintese protéica muscular) e da
massa de gordura (lipdlise) que caracterizam a composigdo corporal. Em
associacgao a atividade fisica de resisténcia que proporciona maior mobilizagcao de
lipideos dos adipdcitos, essa unido parece ser propicia ao manejo da gordura

corporal.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar os efeitos do consumo de dietas contendo proteinas do soro do
leite, nas formas intacta e pré-hidrolisada, no desempenho, composicao corporal e
parametros bioquimicos e hematoldgicos de ratos submetidos a atividade fisica

em esteira.

Objetivos especificos
v Verificar o efeito das PSL em leucécitos, eritrocitos e plaquetas.
v Avaliar a capacidade antioxidante das PSL.
v" Investigar a capacidade de protegcao ao dano muscular.
v" Avaliar o impacto das PSL sobre a composigéo corporal dos ratos.

v Comparar o estado sedentario versus treinado, quanto aos parametros

analisados.

v' Analisar os efeitos das PSL em comparacgéo a caseina
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em trés momentos, procurando-se seguir
criteriosamente as mesmas condutas a fim de minimizar diferencas provocadas
por fatores externos. A opg¢ao por fazer trés experimentos foi pautada na
viabilizacdo de desempenhar as tarefas relativas ao protocolo experimental, uma
vez que estas deveriam ser compativeis com a capacidade de execucdo dos
participantes engajados na pesquisa, além de utilizar maior numero de animais
quando os recursos para a analise permitissem, melhor caracterizando assim os
resultados e tornando-os mais fidedignos. Portanto, a descrigdo dos métodos
apresentada a seguir, € referente ao conjunto de analises realizadas,

independentemente do ensaio em questéo.

4.1 - Animais

Ratos Wistar machos com 21 a 23 dias de vida e peso de 58,7 + 6,8g foram
obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldégica (CEMIB) da
UNICAMP. Eles foram alojados em ambiente com temperatura controlada (21-
23°C), umidade relativa de 50 a 60%, e ciclo claro-escuro invertido de 12 horas.
Para cada ensaio, foram utilizados de 6 a 8 animais em cada grupo. O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica para Experimentagdo Animal do Instituto de
Biologia da Unicamp (Protocolo n® 1235-1)

4.2 - Dietas

As dietas experimentais foram elaboradas de acordo com o protocolo do
American Institute of Nutrition para ratos em manutencdo — AIN 93-M (Reeves et
al., 1993). Foram utilizadas como fontes protéicas, a caseina (CAS) obtida de
fornecedor local, e as PSL doadas pela Hilmar Ingredients (Califérnia-USA) nas
formas intacta (WPl 9400) ou pré-hidrolisada (WPH 8360), com grau de hidrélise

24



Material e Métodos

de 12,5% de acordo com dados do fabricante. O conteudo de proteinas das
fontes, calculado como concentracdo de nitrogénio usando-se como fator de
conversao para produtos lacteos o valor de 6,38, foi mensurado pelo método
Kjeldahl (AOAC,1995). Quando os resultados das analises das fontes protéicas
foram superiores ou inferiores ao proposto no protocolo AIN- 93M, estes foram
compensados pela adicdo ou subtragdo de carboidratos em quantidades
proporcionais aos trés tipos que devem compor a dieta (sacarose, amido de milho
e amido dextrinizado), visando manter todas as dietas experimentais
isoenergéticas e com valores protéicos semelhantes. Os valores utilizados para

cada ingrediente da dieta estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das dietas experimentais
(g/kg de dieta) conforme protocolo AIN93-M

DIETAS

CAS' WPIF  WPH?
Caseina 143,27 - -
WPI? - 135,07 -
WPH? - - 140,06
Amido de Milho 463,58 468,87 465,66
Sacarose 99,54 100,68 99,99
Amido Dextrinizado 154,30 156,06 154,98
Mix Mineral 35 35 35
Mix Vitaminico 10 10 10
Oleo de soja 40 40 40
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
Celulose 50 50 50
L-cistina 1,8 1,8 1,8

tert-butilhidroquinona 0,008 0,008 0,008

1 - CAS: caseina

2 - WPI: proteinas do soro do leite intactas

3 - WPH: proteinas do soro do leite hidrolisadas

Os valores das fontes protéicas correspondem a quantidade
necessaria para obter o nivel de 12% de proteina, recomendado
no protocolo AIN 93-M.
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4.3 - Protocolo Experimental

by

Todos os animais tiveram livre acesso a agua e dieta comercial (Labina,
Purina, Brasil) por 5 semanas até atingirem dois meses de vida. Nas duas ultimas
semanas desse periodo de crescimento, eles foram submetidos a uma adaptacao
a atividade fisica, sendo colocados para andar na esteira a 12m/min, por 10
minutos, cinco vezes na semana. Para cada um dos trés experimentos realizados,
utilizou-se inicialmente o dobro de ratos necessarios para totalizar ao menos 6
ratos por grupo. Essa adaptagdo permitiu selecionar os animais que andavam
espontaneamente, daqueles que se recusavam a andar, sendo estes ultimos
rejeitados e encaminhados a outros estudos. Os animais selecionados,
considerados aptos a executar o protocolo de atividade fisica, foram
aleatoriamente separados em dois grupos — sedentarios (S) ou treinados (T) — e
estes foram entdo subdivididos em outros trés que receberam um dos tipos de
dieta experimental (Figura 1). Os ratos que foram destinados a serem exercitados
perfizeram um protocolo em esteira de 5 dias de atividade na semana, com
velocidade e tempo progressivos até completarem 9 semanas (Figura 2),
conforme proposto por pesquisadores do Laboratério de Bioquimica do Exercicio —
LABEX do Instituto de Biologia da UNICAMP. A recente publicagédo (HOHL et al.,
2009) de resultados obtidos com esse modelo, evidencia a op¢gdo em manter os
animais até a nona semana de treinamento, pois nesse periodo estariam

plenamente adaptados.

4.4 - Evolucao Ponderal e Consumo

Os ratos foram pesados periodicamente a cada mudanca de fase do
treinamento e o consumo médio de dieta foi mensurado de acordo com a

diferenca da quantidade de dieta oferecida e a quantidade rejeitada.
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Ensaio bioldgico

Ratos Wistar - machoes, ~21 dias
N= 96

_ l _ Duragde de 21 dias com dgua e
| Periodo de Crescimento | I——>>< dieta comercial fornecidas ad
l libitum.

Pertodo de Crescimento e

Adaptagio a Atividade Fisica |II—> 13&321 s%(:)mhvr(-lg‘:::es‘;o dieta

| Seleg&o de 48 animais | D|:> {Tes-rg de per-formance

|

| Separagiio dos grupos experimentais (sorteio) |

/\.

| SEDENTARIOS | | | TREITADOS ‘ |
el T -y Bl T -y
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

9 semanas com dgua e dieta 1
o 9 e com:agNLs diET expenmenful ‘:lrgd libitum

experimental ad /ibifum
k Protocole de Trelmmen’ro
' (Atividade Fisica)

Eutandsia dos animais

-—*‘-

Figura 1. Desenho Experimental Geral utilizado para execugao dos ensaios

A divisdo dos grupos é correspondente ao tipo de proteina oferecida na dieta:
1 - Caseina, 2 - IPSL: Isolado protéico do soro do leite, ou 3 - HPSL.: Hidrolisado protéico do soro do leite
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Periodo de Crescimento Protocolo Experimental

AL A

7

y

Dieta Comercial

Dieta Comercial, periodo de adaptacdo a AF (10min, 12m/min}

Dieta Experimental (20min, 15m/min)

Dieta Experimental (30min, 20m/min}

Dieta Experimental (45min, 22,5m/min)

Dieta Experimental (60min, 25m/min)

Dieta Experimental (2x60min, 25m/min}

Dieta Experimental, eutanasia ap6s 48h de descanso

Testes de Desempenho

Coletas de sangue

Figura 2. Diagrama esquematico do ensaio: tratamento dietético, protocolo de atividade

fisica (AF), testes de desempenho e coletas de sangue.
* Os valores entre parénteses correspondem ao tempo e velocidade da AF
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4.5 - Teste de desempenho

O desempenho dos animais foi avaliado 4 vezes durante o protocolo: apés as
duas semanas de adaptacao a atividade fisica e ao final da 42, 8% e 92 semanas.
Esse teste consistu em manter os animais correndo, aumentando
progressivamente a velocidade da esteira, pelo maximo tempo que conseguissem,
sendo considerados exaustos e retirados do teste se permanecessem por até 30
segundos na base elétrica da esteira. A Tabela 2 contém as caracteristicas de

velocidade e tempo adotados para execugao do teste.

Tabela 2: Protocolo do teste de desempenho.

Tempo (min) Velocidade

(m/min)
Inicio 12
2 13
4 14
Incremento de 1
6 15 m/mim a
8 16 cada 2
minutos
10 17
12 18
14 19
16 20
18 22 Incremento de 2
m/mim a
21 24 cada 3
24 26 minutos
27 28 ATE EXAUSTAO
30 30...
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4.6 - Coletas de sangue
Realizadas em dois momentos:
¢ Analise hematoldgica — 24 horas apoés o ultimo treino da 92 semana

e Analise bioquimica — 48 horas apdés o teste de desempenho
realizado ao final da 92 semana

Os momentos de coleta de sangue dos animais foram executados visando
avaliar o efeito crénico da utilizagao das PSL sobre os parametros hematolégicos,
em uma condi¢do em que os ratos estariam adaptados a atividade fisica. Ja as
analises bioquimicas foram realizadas 48 horas apds a condicdo de esforco
maximo, por ser esse o periodo em que a maioria das enzimas analisadas estaria
em seu pico de concentragdo. Em ambas situagbes, os animais foram
anestesiados com cloridrato de quetamina e sedados com cloridrato de xilazina, e

0 sangue coletado do plexo retro-orbital.

4.7 Analise hematoldgica
Foi realizada contagem automatizada completa, em sangue coletado em

tubos contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e analisados no

aparelno Sysmex 9500 counter, identificando quantitativamente os seguintes

parametros:
Série Branca Série Vermelha Plaquetas
Leucécitos Eritrécitos Plaquetas
Linfécitos Hemoglobina VMP®
Neutrdfilos Hematécrito
<
% Mondcitos vCM'
£ | Eosindfilos HCM?
Basodfilos CHCM?
RDW-CV*

1-Volume Corpuscular Médio, 2-Hemoglobina Corpuscular Média, 3-
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média, 4- Red blood cell distribution
width: amplitude de distribuicdo das células vermelhas, 5-Volume Médio de
Plaquetas
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4.8 - Anélises bioquimicas

4.8.1 — Marcadores
As concentragdes séricas dos marcadores bioquimicos foram obtidas usando
kits comerciais e suas recomendacdes de procedimento. O espectrofotdmetro DU

640 Coulter (Beckman —USA), foi utilizado para leitura das analises.

4.8.1.1 - Creatina quinase (CK)

LABORLAB®, CK-NAC método cinético, CAT N° 06100 — 20uL de amostra foram
adicionados a 1 mL de reagente (imidazol pH 6,7, 100mmol/L; creatina fosfato, 30mmol/L;
glicose 20mmol/L; n-acetilcisteina, 20mmol/L; acetato de magnésio, 10mmol/L; EDTA,
2mmol/L; ADP, 2mmol/L; AMP, 5mmol/L; di(adenosina-5) pentafosfato, 10 umol/L; NADP,
2mmol/L; glicose-6-fosfato desidrogenase, >1,5 kU/L; hexoquinase, >2,5 kU/L). A
absorbancia foi lida 4 vezes, a 340nm: a primeira leitura 3minutos apés a mistura, e as
outras trés com 1 minuto de intervalo entre elas. Os resultados, expressos em U/L foram

obtidos usando a seguinte equacgao:

CK (U/L) = AA/min x 8095.

4.8.1.2 - Lactato desidrogenase (LDH)

LABORLAB®, LD método cinético, UV, CAT N° 02400. Foram adicionados 50uL de
amostra a 1 mL do reagente contendo tampéao fosfato pH 7,5 e NADH. A absorbancia foi
lida 4 vezes a 340 nm: a primeira leitura 1 minuto apds a elaboragdo da mistura, e as
outras trés, a cada um minuto de intervalo. O resultado, expresso em U/L, foi obtido

usando a equagao:

LD (U/L) = AA/min x 3333.

4.8.1.3 - Aspartato aminotransferase (AST)

LABORLAB®, AST método cinético - UV, CAT N° 00300 — 200uL da amostra foi
adicionado a 1mL do reagente (Tris 80 mmol/L pH=7,8; 30°C); L-aspartato 240mmol/L;
NADH 0,18 mmol/L; malato desidrogenase >420 U/L; lactato desidrogenase >600 U/L; 2-
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oxoglutarato 12mmol/L. A absorbancia foi lida 4 vezes a 340 nm: a primeira 3 minutos
apo6s a elaboracdo da mistura e as outras trés com 1 minuto de intervalo entre elas. O

resultado expresso em U/L foi obtido usando a equacao:

AST (U/L) = AA/min x 952

4.8.1.4 - Alanina aminotransferase (ALT)

LABORLAB®, ALT método cinético - UV, CAT N° 00200 — 200uL de amostra foram
adicionados a 1 ml do reagente (Tris 100mmol/L pH=7,5; L-Alanina, 500mmol/L; NADH,
0,18mmol/L; Lactato Desidrogenase > 1200U/L; 2-oxoglutarato, 15mmol/L). A
absorbancia foi lida 4 vezes a 340 nm: a primeira 3 minutos apds a elaboracéo da mistura
e as outras trés com 1 minuto de intervalo entre elas. O resultado expresso em U/L foi

obtido usando a equagao:

ALT U/L= AA/min X 1159.

4.8.1.5 — Creatinina

LABORLAB®, Creatinina Fast método cinético, CAT N° 08700 — 100uL de amostra foi
adicionado a 1 ml de reagente (Solugao de acido picrico 25 mmol/L, solugao de glicina -
NaOH 0,2mol/L). A absorbancia foi lida duas vezes a 500 nm: a primeira, em 30
segundos apds a mistura e a outra, 60 segundos apds a primeira leitura. O resultado foi

obtido usando a seguinte equacéo:

Creatinina mg/dL = (A2 — A1) amostra X f, onde f=2(mg/dL)/ (A2 — A1) padrzo

4.8.2 — Sistema antioxidante Glutationa

Para determinagédo da glutationa total e da enzima glutationa peroxidase foi utilizado
lisado de eritrocitos centrifugando o sangue coletado em tubos com anticoagulante, por 10
minutos a 4°C (700-1000xg). A camada superior (plasma) e a intermediaria
(leucécitos) foram desprezadas para essa analise. O remanescente foi acrescido
de agua com quatro vezes o seu volume para ruptura dos eritrocitos.
Posteriormente foi centrifugado, e o sobrenadante utilizado para as analises de

glutationa total (tGSH) e da enzima glutationa peroxidase (GPx).
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4.8.2.1 - Determinacdo da Glutationa Total (tGSH-GSSG)

O método para determinacdo da glutationa total foi realizado por Kit comercial da
Cayman (Glutathione Assay Kit/ Catalog No. 703002), o qual utiliza um método
enzimatico, com glutationa redutase (GR) para a quantificacdo da glutationa reduzida
(GSH). O grupo sulfidrila da GSH reage com DTNB, produzindo um acido amarelo na
reacdo — acido 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB). O dissulfeto GSTNB, produzido
concomitantemente na reagdo é reduzido pela glutationa redutase para ressintetizar a
GSH e produzir mais TNB:

Glutationa redutase

GSSG ————— 2GSH
TNB GSH - ,DTNB
Ghlﬂm%u’hae X
GSTNB TNB
A taxa de producédo de TNB é diretamente proporcional a reagao de ressintese que é
por sua vez proporcional a concentracdo de GSH na amostra. A medida da absorbancia
em 404 ou 414 nm produz uma estimativa acurada da GSH na amostra, porém, devido ao

uso da Glutationa redutase nesse método, tanto a GSH quanto a GSSG séo

determinadas no ensaio refletindo a glutationa total.

4.8.2.2 - Determinagé&o da Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx foi determinada por método enzimatico utilizando o kit comercial da Cayman
(Catalog. N.703102). A GPx catalisa a reducao de hidroperoxidos incluindo os peroxidos
de hidrogénio na presenca de glutationa reduzida (GSH). Esse ensaio mede a atividade
da GPx de forma indireta por reagcado acoplada a glutationa redutase (GR). A producao de
glutationa oxidada (GSSG), pela reducgéo de hidroperdxidos pela acdo da GPx é reciclada

a seu estado reduzido pela GR e NADPH:

GPx
R-0-0-H + 2GSH > R-0-H+ GS5G+ H,0

GS5G+ NADPH + H* GR » 2GSH+ NADP*
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A oxidagdo do NADPH a NADP* é acompanhada de um decréscimo da absorbancia a
340nm. Em condigdes em que a atividade da enzima é limitada, a taxa de decréscimo em

Asz40 € diretamente proporcional a atividade da GPx na amostra.

4.9 - Composicao corporal

Os ratos, apdés serem anestesiados para a coleta de sangue, foram
submetidos a eutanasia por destroncamento cervical, suas visceras foram
seccionadas e pesadas a fresco. Os fémures utilizados como parametro para
avaliar a ossatura, foram separados do tecido muscular e tenddes até ficarem
parcialmente limpos. Apds essa limpeza prévia, foi usada a técnica de maceracéo,
onde os ossos foram submersos em agua nao filtrada e ali permanecendo para
acgao de bactérias sobre os tecidos a qual tornava a agua levemente turva. A agua
foi trocada periodicamente para evitar o odor desagradavel. Alguns pedacgos de
tecido aderidos ao osso foram retirados manualmente a cada troca, com ajuda de
um bisturi. Esse procedimento foi repetido varias vezes até que a agua
permanecesse limpa, indicando que a acao bacteriana havia terminado. Os ossos
limpos e secos foram pesados em balanga analitica digital e o comprimento foi

medido usando-se um paquimetro.

As carcacas dos ratos sem as visceras foram secas em estufa e
posteriormente trituradas para determinacao de lipidios, proteinas e cinzas totais
utilizando-se os seguintes métodos: proteina bruta pelo método semimicro
Kjeldahl, considerando 6,25 como fator de conversédo de nitrogénio para proteina
(AOAC, 1995); lipideos totais (BLIGH e DYER, 1959); cinzas e umidade
(AOAC,1995).

4.10 - Tratamento Estatistico

Os resultados foram submetidos a analise de variancia de uma via (One-way
ANOVA) e pos-teste de Tukey (MATLAB — Version 7.0), considerando p<0,05

como probabilidade minima aceitavel para diferenga entre médias. Em alguns
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casos, apos verificar a distribuicdo da amostra, utilizamos teste estatistico nao-

parameétrico de Kruskal-Wallis.

Graficos do tipo boxplot foram utilizados na exposigao de alguns resultados,
por acreditarmos ser mais facil a visualizacdo das diferengcas e clareza do
fendbmeno observado. As informacdes nele contidas abarcam a mediana e a
variacdo do grupo em quartis, além de apontar os dados considerados outliers,
que sao classificados como fora do padrdo, quando estes estavam presentes. No

teste ANOVA esses valores foram considerados.

A comparagao dos resultados entre cada grupo individualmente, permitiu ser
verificado que havia um comportamento frequiente que parecia ser inerente ao
treinamento e ndo a dieta. Entdo, foram considerados dois grupos de animais: os
sedentarios e os treinados, independentemente da dieta oferecida, para verificar
se haveria diferenca estatistica confirmando o que havia sido identificado na

analise individual.
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5. RESULTADOS

Durante o protocolo experimental, acompanhou-se 0 peso e a ingestdo de
dieta dos animais. A evolugédo ponderal, demonstrada na Figura 3, mostra que os
animais tiveram ganho de peso similar independentemente da fonte protéica
oferecida ou da pratica de atividade fisica. Os pontos apresentados que se
referem aos momentos de mensuragao do peso, foram baseados no protocolo de
AF, pois seriam possiveis fatores de influéncia no ganho de peso, ja que haveria
maior recrutamento metabdlico. Contudo, os animais mostraram boa adaptacao a
exigéncia fisica que Ihes foi requerida, visto o ganho de peso equiparado aos

sedentarios.

Foi identificada diferenga estatistica entre os grupos HS e IT no inicio da
adaptacao e posteriormente, no inicio do treinamento entre CS e IS, e, CT e HT
que nao perpetuou nas mensuracdes subsequentes. Ressalta-se que o0 peso
apds a oitava semana de treino ndo apresentou alteragdes importantes quando
comparado com as mensuracoes feitas apds a nona semana de treino e o peso
pré-morte dos animais desse ensaio. Esse resultado nos leva a crer que o
crescimento dos animais com 16 semanas de vida teria chegado ao seu limite,
passando a partir dessa fase a se manter estavel quando da ingestdo adequada
de dieta e sem demais alteragbes no treinamento além da qual ja tinha sido

executada — dois treinos ao dia na nona semana.

A média de consumo diario de cada grupo € mostrada na Figura 4. Apenas o
grupo CS se destacou quanto ao consumo de dieta ao longo do experimento, com
ingestdo levemente superior e com divergéncia estatistica aos demais grupos,
com excegao do grupo IT. Apesar desse maior consumo, 0s animais desse grupo
nao apresentaram ganho de peso que fosse enfatico a ponto de se diferenciarem
dos outros animais, como visto no grafico da evolugdo ponderal. A presenga de
outliers evidencia que determinados animais ndo se enquadram no padrao de
consumo encontrado, no entanto, seus dados foram considerados na andlise
estatistica. Assim, como se considera as médias das amostras para execugao das

analises, talvez as variagbes dos resultados tenham sido suficientes para

36



Resultados

apresentar diferenca para esse grupo, mas que nao permite ser feita a associagao
simplista, de que aqueles que ingerem mais dieta sdo os que apresentam maior

ganho de peso.
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Figura 3. Média da evolugdo ponderal dos ratos (n=21-23/grupo) sedentarios (S) e
treinados (T) alimentados com trés fontes protéicas: Caseina (C), Isolado protéico do soro
do leite (I), e Hidrolisado protéico do soro do leite (H). Diferengas estatisticamente
significante entre os grupos (P<0,05), estdo demonstradas acima dos pontos referentes a
cada marca de escala.
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Figura 4. Consumo médio de dietas experimentais por ratos sedentarios (S) ou treinados
(T) alimentados com dietas contendo uma das trés fontes protéicas: Caseina (C), Isolado
protéico do soro do leite (I), e Hidrolisado protéico do soro do leite (H) (n=8/grupo). De
acordo com o teste ANOVA, CS ¢ significativamente diferente dos demais grupos com
excegao do grupo IT (p<0,05). (+: outliers)

Com o teste de desempenho foi possivel verificar que os animais tiveram
uma adaptacdo ao treinamento: a cada teste executado houve incremento de
tempo (Figura 5). Entretanto, nota-se que da 42 para a 8 semana, periodo em que
0s animais ja haviam alcangado o maximo tempo e velocidade proposto no
protocolo, ndo houve diferenga estatistica significativa. Ja apés um novo desafio
ter sido imposto — 0 aumento na frequéncia diaria de treino — pdéde-se observar

que o grupo IT mostrou melhora no rendimento.
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Teste de Desempenho

Tempo (min)

Selecac 43 sem 8% sem 9 sem

BCT BT HT

Figura 5. Apresentacdo dos testes de desempenho realizados ao longo do protocolo
experimental, executados pelos grupos treinados (T) e alimentados com dietas contendo
uma das trés fontes protéicas: Caseina (C), Isolado protéico do soro do leite (), e
Hidrolisado protéico do soro do leite (H). (n=21-23). Nao houve diferenga estatistica entre
os grupos no mesmo teste. O teste ANOVA mostrou significancia de um teste para outro:
* significativamente diferente de seus pares a cada teste e para todos os testes (p<0,001),
# significativamente diferente de seus pares para o teste da 92 semana (p<0,05; 0,001 e
0,01 respectivamente aos grupos CT, IT e HT), ® significativamente diferente de seu par
para o teste da 9% semana (p<0,05).

Se alguma vantagem pode ser associada ao tipo de proteina da dieta, esta
seria entdo vinculada as PSL intactas, ja que o unico grupo a apresentar evolugao
do tempo do teste da 82 para a 92 semana foi o grupo IT. Porém, ao passo que a
adaptacao ao treinamento foi presente em todos os grupos de forma homogénea,
ou seja, todos os grupos apresentaram aumento do tempo do primeiro teste
realizado apds inicio do protocolo de treinamento (42 semana) em comparagao ao
ultimo (92 semana), a fonte protéica oferecida na dieta, se de fato justificar a
diferenca, parece influenciar o rendimento dos ratos apenas quando ha um maior

desafio, como o ocorrido na 92 semana.

39



Resultados

Os resultados hematolégicos foram primeiramente analisados grupo a grupo
e posteriormente quanto a condicado de atividade fisica, agrupando animais
sedentarios versus treinados, desconsiderando o tipo de proteina. Esse
agrupamento foi feito devido ao fato de ter sido encontrado um padréo repetitivo
dos resultados, em que os animais treinados independente do grupo em que
estavam inseridos, apresentavam valores ligeiramente inferiores aos sedentarios,
mostrando ser esse um fendmeno decorrente do treinamento e ndo da dieta
ingerida. Ao reunir os dados em somente dois grupos, ja que as proteinas
pareciam nao ter influenciado os resultados, viu-se que de fato o treinamento
exercia influéncia sobre os parametros e com significancia estatistica. Um
exemplo ilustrativo dos resultados dessa analise pode ser visto com os dados de
leucécitos nas Figuras 6 e 7. Os demais parametros foram analisados dessa
mesma forma e os resultados sao apresentados na Tabela 3. Os dados
estatisticos, em que foram incluidos os outliers, sao referentes ao teste ANOVA,
tendo sido apontadas apenas as diferengas com significancia estatistica em que
foram comparados os resultados dos animais pertencentes a mesma condi¢cao de
atividade fisica (sedentarios ou treinados) analisando a influéncia da fonte protéica
da dieta, e entre aqueles que receberam a mesma dieta, verificando o efeito do
treino. Os valores médios e o desvio-padrdo de cada grupo e parametro podem

ser visualizados no Apéndice I.

Com as informagdes contidas na Tabela 3, nota-se que os animais que
receberam dieta contendo PSL intactas apresentaram diferenga com significancia
estatistica na analise individual, mostrando que o treinamento influenciou os
valores da série vermelha e o volume de plaquetas (VMP) ja que sedentarios se
diferiram dos treinados. O unico parametro que mostrou ser influenciado pela dieta
foi o RDW-CV, em que ratos treinados que receberam caseina se diferenciaram
daqueles que receberam as PSL intactas. Ja com o agrupamento dos dados, vé-
se que tanto a série branca quanto a vermelha, mostra diferencas entre
sedentarios e treinados. Salienta-se que os valores de animais treinados foram

inferiores aos sedentarios, com exceg¢ao dos parametros RDW-CV e VMP.
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Figura 6. Valores de leucécitos de ratos sedentarios (S) e ftreinados (T)
alimentados com dietas contendo uma das trés fontes protéicas: Caseina (C),
Isolado protéico do soro do leite (l), e Hidrolisado protéico do soro do leite (H)
(n=10-12/grupo). De acordo com o teste ANOVA, nao houve diferenca entre
nenhum grupo.
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Figura 7. Valores de leucécitos de ratos sedentarios (S) ou treinados
(T). (n=30 e 35, respectivamente). De acordo com o teste ANOVA, os
grupos sao diferentes (p<0,0007).
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Tabela 3. Perfil hematolégico de ratos com 16 semanas de vida, submetidos ou ndo a
atividade fisica.

Anélise Individual Anédlise Agrupada

PARAMETRO Comparacéo entre os Sedentarios Treinados Valor de
6 grupos (n=30) (n=35) p
(n=10-12/grupo)

Leucécitos Nd > < 0.0007

Linfocitos Nd > < 0.0004

Neutrdfilos Nd Nd Nd

Eosinofilos Nd > < 0.0017

Monocitos Nd Nd Nd

Basofilos * * *

Hematdcrito IS#IT > < 0.0006
(0.0052)

Eritrocitos IS#IT > < 0.0006
(0.0118)

Hemoglobina Nd > < 0.0305

RDW-CV* IS#IT < > 0.0004
(0,0009)
CT#IT
(0,0018)

VCM? Nd Nd Nd

HCM?® Nd Nd Nd

CHCM* Nd Nd Nd

Plaquetas Nd > < 0.0233

VMP® IS#IT < > 0,0001
(0.0002)

1-Red blood cell distribution width: amplitude de distribuigdo das células vermelhas, 2-Volume
Corpuscular Médio, 3-Hemoglobina Corpuscular Média, 4-Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média, 5-Volume Médio de Plaquetas

Na coluna de comparagao entre os 6 grupos, quando houve diferenca estatistica, os grupos que
se diferiram sdo mostrados com o sinal de diferente (#), e valor de p entre parénteses.

Nd = nao diferiu; os grupos n&o apresentaram diferenga entre eles

> = houve diferenga e o resultado foi maior

< = houve diferenga e o resultado foi menor

* N&o foi possivel realizar a analise
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Os valores das concentracdes séricas dos marcadores bioquimicos,
determinados em sangue coletado apés 48 horas do ultimo teste de
desempenho estdo demonstrados na Tabela 4. Tal como na Tabela 3, foram
apontadas somente as diferengas com significancia estatistica da comparagéo
dos resultados dos animais pertencentes a mesma condicdo de atividade
fisica, permitindo avaliar a influéncia da fonte protéica da dieta, e também entre
aqueles que receberam a mesma dieta, verificando o efeito do treino. Os
valores médios e desvio-padrdo de cada grupo e parametro podem ser

visualizados no Apéndice Il.

Como pode ser visto na coluna em que estdo expostos os resultados de
comparacao individual, foi evidenciada diferenga significante entre grupos que
receberam a mesma dieta em condigcdes diferentes de atividade fisica:
sedentarios versus treinados, nas analises de AST, ALT, LDH e creatinina.
Somente os resultados de tGSH-GSSG apresentaram significancia estatistica
quanto a comparacao de dietas, apontando diferenga entre os grupos CS e IS.
Reforgando o que foi encontrado na analise individual e seguindo o modelo de
agrupamento dos animais de acordo com a pratica ou ndo de atividade fisica,
constatamos mais uma vez que o treinamento foi o principal fator para

provocar alteragdes nesses marcadores.
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Tabela 4. Marcadores bioquimicos de ratos submetidos ou ndo a atividade fisica

Analise Individual Analise Agrupada
PARAMETRO Comparacéo entre os Sedentarios Treinados Valor de
6 grupos (n=30) (n=35) p
(n=10-12/grupo)
AST CS#CT > < 0,0001
(0,0001)
HS # HT
(0,0001)
ALT CS#CT > < 0,0023
(0,0062)
CK Nd > < 0,0006
LDH IS#IT > < 0,0072
(0,018)
Creatinina HS #HT > < 0,0111
(0,0091)
tGSH-GSSG CS#IS Nd Nd
(0,0049)
GPx Nd Nd Nd

Na coluna de comparagéo entre os 6 grupos, quando houve diferencga estatistica, os grupos que se
diferiram sdo mostrados com o sinal de diferente (#), e valor de p entre parénteses

Nd = nao diferiu; os grupos ndo apresentaram diferenga entre eles

> = houve diferenga e o resultado foi maior

< = houve diferenga e o resultado foi menor
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A atividade fisica mostrou-se eficiente na alteracdo da composicéo
corporal. Na Figura 8 estao representados os dados da composi¢gao centesimal
da carcaga de ratos, em base seca. Pode-se notar que o perfil de lipideos é
alterado do estado sedentario para o treinado: em animais submetidos ao
treinamento verifica-se diminuigdo dos lipideos com significancia estatistica
para os grupos IS versus IT, e HS versus HT. A reducéao dos lipideos leva a um
consequente aumento proporcional das proteinas, mas este nao foi
estatisticamente evidenciado. Apesar de ter havido modificagcdo da composicéo
centesimal em decorréncia ao treino, constatou-se que as dietas nédo
promoveram qualquer alteragdo que fosse significativa nem em animais
sedentarios, nem em treinados. Salienta-se a observagdo de que as PSL
apresentaram significancia na reducao de lipideos em animais treinados que
ndo foi vista com a dieta contendo caseina, e talvez este seja um diferencial
dessas proteinas. O agrupamento dos animais enfatiza a diferenga entre
sedentarios e treinados quanto ao teor de lipideos e proteinas, caracterizando

o efeito do treino sobre esses parametros (Figura 9).
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Figura 8. Composicdo centesimal da carcaga de ratos sedentarios (S) e
treinados (T) alimentados com dietas contendo uma das trés fontes protéicas:
Caseina (C), Isolado protéico do soro do leite (l), e Hidrolisado protéico do soro
do leite (H) (n=8/grupo). Os simbolos iguais no interior da barra indicam que
houve diferenga de acordo com o teste ANOVA e pds-teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 9. Porcentagem de Proteinas (A) e Lipideos (B) da carcaca de ratos
sedentarios (S) ou treinados (T) (n=24/grupo). De acordo com o teste ANOVA e pés-

teste de Tukey, os grupos sao diferentes (p<0,001).
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Os dados dos 6rgaos e fémures sao apresentados nas Tabelas 5 e 6.
Verifica-se que os figados dos animais sedentarios alimentados com dieta
contendo caseina sdo mais pesados que a maioria dos demais grupos, se
equiparando somente ao grupo IS. As duas dietas que continham PSL néao
mostraram diferencas entre si tanto em animais sedentarios quanto em
treinados, e o treinamento também nao levou a alteragbes de peso deste 6rgao

nos ratos que receberam essas dietas.

Em relacdo aos pesos dos coragdes, nota-se que a dieta contendo
caseina proporcionou maiores valores do que as PSL intactas em animais
sedentarios, e também em relagdo aos animais treinados que a receberam.
Entretanto, as dietas com PSL foram semelhantes entre si, independentemente

da pratica de atividade fisica.

Os pesos dos o¢rgaos intestino, bago, rins e pulmao mostram que o
tratamento dietético resultou em valores estatisticamente semelhantes entre os
grupos sedentarios ou entre grupos treinados, e que apenas o peso do
pancreas de animais treinados que receberam PSL hidrolisadas foi menor e
diferiu dos grupos com outros tratamentos dietéticos. Além disso, o
treinamento parece ter incidido de alguma forma sobre o intestino dos animais
que receberam PSL hidrolisadas, mostrando valores superiores em

comparagao aos sedentarios que receberam a mesma dieta.

Os pesos dos fémures dos ratos foram estatisticamente semelhantes em
todos os grupos e o comprimento foi diferente somente entre dois, dos trés
grupos sedentarios: aqueles que receberam dietas contendo caseina ou PSL
hidrolisadas. Observa-se uma correlacdo positiva moderada entre os pesos
dos 0ssos e os respectivos comprimentos, indicando que a variavel ‘peso’ pode
apresentar seus valores relacionados também a outros fatores que nao so6 o

comprimento.
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Tabela 5 — Peso dos 6rgaos dos ratos sedentarios (S) e treinados (T) alimentados
com dietas contendo uma das trés fontes protéicas: Caseina (C), Isolado
protéico do soro do leite (I), e Hidrolisado protéico do soro do leite (H)

Figado Coracgéo Intestino Baco Rins Pancreas Pulméo

(9) (9) (9) (9) (9) (9) (@
CS 14,46:1,66° 1,43:0,24% 1,2020,10® 0,95:0,06* 2,51£0,19% 0,87%0,13®° 1,57%0,18°

IS 12,91+1,09®° 1,03x0,23° 1,05+0,34® 0,90+0,07° 2,30+0,30®® 0,82+0,11%° 1,64+0,19°
HS 11,91+1,76°° 1,23+0,11*® 0,89+0,14° 0,930,082 2,25+0,15°° 0,68+0,11°  1,53+0,11°
CT 10,07+0,72° 1,06+0,02° 1,05+0,17°  0,82+0,09° 2,11+0,09%° 0,97+0,05° 1,37+0,14°2

IT  11,57+1,80"° 1,10£0,09° 1,03t0,13* 0,850,172 1,94+0,56° 0,98+0,24°  1,44+0,20°
HT 10,91+0,73%° 1,22+0,07® 1,33+0,232 0,75+0,20° 2,21+0,09®° 0,68+0,18°  1,46+0,16°

Valores na mesma coluna que nao apresentam letras sobrescritas iguais indicam diferenga estatistica
(p<0,05) de acordo com o teste ANOVA e pos-teste de Tukey. Mais de uma letra significa que o valor
referente aquele grupo pode ser estatisticamente diferente de um determinado grupo e igual a outro. Os
dados representam a média e o desvio padréo (n=10-14).

Tabela 6. Médias dos pesos e comprimentos dos fémures direito de ratos
sedentarios (S) e treinados (T) alimentados com dietas contendo uma das
trés fontes protéicas: Caseina (C), Isolado protéico do soro do leite (l), e
Hidrolisado protéico do soro do leite (H)

Dieta Peso dos Comprimento dos Coeficiente de

fémures Fémures Correlacéo
(9) (9) r

Cs 0,62+0,06 3,64+0,18" 0,8842 (0,0036)

IS 0,65+0,07 3,74+0,11 0,8598 (0,0062)

HS 0,69+0,05 3,83+0,07° 0,8485 (0,0091)

CT 0,64+0,07 3,81£0,10 0,7633 (0,0275)

IT 0,66+0,05 3,78+0,09 0,7040 (0,0513-NS)

HT 0,64+0,08 3,76+0,12 0,8784 (0,0048)

O simbolo (*) acima do valor indica que houve diferencga estatistica (p<0,05) entre tais
grupos de acordo com o teste ANOVA e pos-teste de Tukey. Na coluna dos
coeficientes de correlagdo sdo mostrados entre parénteses os valores de p desta
analise; NS= nao significativo. Os dados representam a média e o desvio padrido
(n=10-14).
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6. DISCUSSAO

As proteinas do soro do leite e as caseinas sao fontes protéicas conhecidas
por seu alto valor bioldgico, e apesar de ambas serem consideradas proteinas
completas no que se refere ao perfil de aminoacidos indispensaveis, as PSL se
destacam por apresentarem maior teor desses compostos (SMITHERS, 2008). Os
resultados de ganho de peso e desempenho comprovam que as proteinas
utilizadas no estudo foram capazes de promover crescimento ainda que em niveis
recomendados para manutengédo de animais adultos — 12% da dieta (REEVES et
al., 1993) e em condigdo de maior recrutamento metabdlico como a que ocorre em
virtude do treinamento. Em outros trabalhos, o perfil de crescimento foi satisfatorio
quando proteinas do soro do leite foram utilizadas como fonte de proteinas
exclusiva da dieta em comparacgao a caseina (MORIFUJI et al., 2005a; MORIFUJI
et al., 2005b) e ainda promoveram igualmente a sintese protéica quando
comparadas a soja (ANTHONY et al. 2007). Embora nesses estudos tenha sido
administrado maior teor de proteinas (~20%) aos animais, com o presente
resultado observou-se que mesmo havendo uma transicdo da dieta comercial
contendo no minimo 23% de proteinas, para uma dieta contendo niveis inferiores

desse nutriente, mas de alta qualidade, o desenvolvimento deles nao € afetado.

Uma vez que a atividade fisica aumenta a necessidade de ingestao protéica
devido principalmente a maior participacdo das proteinas no metabolismo
energético durante o exercicio prolongado e extenuante (LEMON, 1997;
MAUGHAN e BURKE, 2004; PADDON-JONES et al, 2004) perfazendo até 10%
do aporte energético total necessario para o trabalho fisico muscular (POWERS e
HOWLEY, 2002), nao seria surpreendente que animais submetidos a um protocolo
de exercicio continuo com duracdo de 1 hora e percurso total de 1,5Km,
apresentassem evolugao ponderal levemente inferior aos animais sedentarios ja
que parte das proteinas estaria sendo usada no exercicio como proposto na
literatura, ou que ao menos buscassem através da maior ingestdo de dieta os

subsidios para suprir suas necessidades energéticas. Mas isso ndo aconteceu.
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Animais treinados ganharam peso e consumiram dieta tal como os sedentarios, e

ainda adaptaram-se ao treinamento.

Se por um lado, € um resultado positivo, o fato das trés fontes de proteinas
terem proporcionado respostas adequadas ao crescimento dos animais, por outro,
constatamos que a ingestdo de PSL, ndo levou a uma diferenciagdo enfatica do
desempenho, ja que todos os grupos apresentaram evolugdo similar nos testes.
Entretanto, na avaliacdo do desempenho ao final da 8% e da 92 semanas — periodo
em que houve aumento na frequéncia diaria de treino e, portanto maior exigéncia
de adaptacdo ao estimulo — verifica-se que os animais que receberam PSL
intactas apresentaram rendimento mais proeminente dado o maior tempo de
permanéncia no teste, diferenciando-se significativamente de uma avaliagdo para
outra, o que ndo ocorreu com os demais grupos apesar de também ter havido
incremento de tempo. Esse poderia ser entdo um indicio de que as PSL oferecem
certa vantagem para obter-se melhor desempenho, mas que contradiz os
resultados do estudo de Pimenta et al. (2006) segundo o qual concluiu-se que
ratos alimentados com PSL hidrolisada apresentaram maior resisténcia para
atingir a exaustao em teste de esteira, com tempo 2,5 vezes maior do que o grupo

que recebeu dieta contendo PSL na forma intacta.

Nos ultimos tempos, os hidrolisados ndo s6 das proteinas do leite, mas de
outras fontes como a soja e o arroz, tém recebido especial aten¢gdo na area clinica
no tratamento de individuos com alergia ao leite de vaca, por serem eficientes no
fornecimento de aminoacidos na substituicdo de proteinas intactas, diminuindo ou
até erradicando o potencial alergénico inerente as proteinas (TERRACCIANO et
al., 2002). Por apresentarem ainda absorgdo mais rapida do que proteinas intactas
e aminoacidos livres (CYNOBER, 2002; BOIRIE et al. 1997) sendo um recurso
ergogénico promissor, sua aplicacdo estendeu-se ao campo esportivo e hoje em
dia reconhece-se, ao menos em praticantes de exercicio de forgca que a forma
previamente hidrolisada das proteinas pode conferir mais rapida recuperacao
muscular que proteinas intactas (BUCKLEY et al., 2008) na dependéncia do
tempo, préximo da pratica do exercicio, em que é administrada (TIPTON, 2007).

Contudo, ainda ndo € consenso que hidrolisados superem a eficacia das proteinas
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intactas, mas admite-se que possa ser tao eficiente quanto e reconhece-se que ha
diferencas importantes na resposta fisiolégica causada por hidrolisados

principalmente no tocante a acao insulinotropica (MANNINEN, 2004).

No presente estudo, ndo foram obtidos resultados relevantes que apdiem a
superioridade dos hidrolisados, e ainda observamos uma tendéncia das PSL
intactas se diferenciarem dos demais tratamentos. Na comparacao individual da
analise hematologica (Tabela 3), por exemplo, nota-se que os dados da série
vermelha do sangue foram diferentes entre ratos sedentarios e treinados que
receberam essa fonte protéica, ao passo que as outras fontes ndo apresentaram
tal diferenca, mas todos os valores estdo de acordo com as referéncias padrao
(BAKER et al., 1979). Interpretando esses dados, poderia ser considerado que
esse efeito foi decorrente meramente do treinamento, no entanto, se assim fosse,
deveriam ser observado resultados significativos em todos os grupos. A
explicacdo para esse fendmeno nao nos é obvia e tampouco a literatura suporta
de forma esclarecedora o motivo pelo qual as PSL intactas apresentaram
significancia que n&o € encontrada pelas demais fontes estudadas com relagdo a

esses parametros.

Todavia, € de amplo reconhecimento cientifico, o impacto fisiolégico que o
exercicio em diferentes intensidades e duragdo pode ocasionar. A contagem de
células vermelhas, o nivel de hemoglobina, e o hematocrito ao serem avaliados
antes e apo6s o exercicio em ultra-maratonistas revelam que a atividade fisica na
intensidade e duragao (24 horas) investigada, leva a uma diminui¢ao significativa
desses parametros apos 2 dias da pratica permanecendo reduzida por 9 dias, mas
que nao é identificada quando mensurada imediatamente apos a corrida (WU et
al. 2004b). Bessa et al. (2008) também identificaram que durante prova de
ciclismo realizada ao longo de 23 horas, divididas em 4 sessdes de 50km e
coletas de sangue a cada sessao, esses mesmos parametros nao foram alterados
nos atletas. Os resultados desse estudo indicam que o treinamento causou
reducdo dos indices eritrocitarios, corroborando com os dados encontrados em
ultra-maratonistas, e as PSL intactas reiteram esse perfil por ser a unica fonte que

mostrou diferenga significativa entre sedentarios e treinados analisados
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individualmente. Talvez a avaliagao longitudinal dos ciclistas estudados por Bessa
et al. (2008) em dias consecutivos a prova revelasse um comportamento
eritrocitario semelhante ao obtido nesse estudo em 24 horas apés a ultima sessao
de treino, e que Wu et al. (2004b) observaram em ultra-maratonistas,
caracterizando a condicdo esperada de destruicdo das células vermelhas,
associada ao frequente quadro de anemia esportiva transiente, em atletas de
resisténcia, ao qual esses autores associam esses resultados, afirmando ainda

que essa redugao é também consequéncia do dano oxidativo nessas células.

Wardyn et al.(2008) analisaram o perfii do hemograma de homens e
mulheres, treinados ou ndo, submetidos ao teste cardiopulmonar em esteira em
que o esfor¢o € monitorado considerando o limiar de lactato dos individuos, e ao
contrario dos autores acima citados, observaram que os valores médios de
hemoglobina e hematdcrito mensurados 30 minutos apds o teste foram maiores
que os valores no pré-teste coletado 30 minutos antes da sua realizagdo. Porém,
vale ressaltar que alguns participantes dessa pesquisa (21% do total), segundo os
autores, apresentaram reducdo desses parametros e nao aumento como
identificado no cdmputo médio dos valores, salientando a variabilidade individual.
A intensidade do exercicio é determinante para a resposta fisioldgica, e o
desempenho de ultra-maratonistas em 24 horas de prova € indubitavelmente
extenuante, ultrapassando muitas vezes o limite de esfor¢o, enquanto que o teste
cardiopulmonar ¢é cessado quando este ¢é alcangado. Além disso, a
hemoconcentragado ocasionada por alteragdes da volemia em virtude do aumento
da perda de agua pela respiragao e sudorese durante a atividade, podem também
representar resultados agudos que divergem daqueles encontrados em estudos
que avaliaram os efeitos hematoldgicos crénicos (CONVERTINO, 2007). Os
resultados MCV, MCH e MCHC, de nosso estudo, indicam nao ter havido
hemoconcentragdo ja que nao se alteraram nem na analise individual nem na
agrupada, mas € intrigante a reducdo vista de eritrécitos, hemoglobina e
hematdcrito em decorréncia do treinamento em contraste ao aumento dos valores

de RDW-CV que esta relacionado ao tamanho das células vermelhas.
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Até o momento ndo foi encontrado na literatura qualquer relacido das PSL
com alteragdes nos niveis de eritrocitos e tampouco ao tamanho dessas células,
contudo o aumento da capacidade antioxidante promovida por essas proteinas e
proporcionada pelo incremento dos niveis intracelulares de glutationa, é relatado
em diversos trabalhos (MARSHALL et al., 2004; MARIOTTI et al., 2004; LANDS et
al., 1999). A biodisponibilidade de glutationa tem sido relatada como redutora do
estresse oxidativo e este, por sua vez, tem sido apontado como um fator potencial
das mudancas fisioldgicas e bioquimicas ocorridas durante o exercicio, que sao
induzidas por um aumento no consumo de oxigénio em particular pelo tecido
muscular, mas que acontece em todo o corpo e esta relacionado ao consequente
aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Ji, 2008). Os
eritrocitos contém hemoglobina que transporta oxigénio e sdo extremamente
suscetiveis a oxidacao, por isso o sistema antioxidante dessas células deve ser
bastante eficiente. Embora ndo tenhamos identificado diferengas entre as dietas
com relagao aos niveis de eritrocitos, a concentragao de glutationa total no interior
dessas células foi maior em ratos sedentarios que receberam dieta com PSL
intactas em comparagdo a caseina (Tabela 4) e mesmo n&o se diferenciando
estatisticamente, os hidrolisados das PSL apresentaram valor absoluto, também
mais elevado (Apéndice 2), o que pode sugerir que essas proteinas promovam
uma boa defesa antioxidante, apesar de ndo terem se diferenciado da caseina nos

animais treinados.

A oxidacdo da GSH a GSSG é um marcador de estresse oxidativo, e a
atividade da enzima GPx que catalisa essa reagdao nao mostrou diferenciar-se
nem em virtude das proteinas e nem do exercicio (Tabela 4). Entretanto, alguns
estudos indicam que a atividade da GPx diminui imediatamente apds a atividade
fisica e retorna a niveis basais em algumas horas. O exercicio exaustivo de prova
de ciclismo de montanha, por exemplo, induziu a um decréscimo da atividade
dessa enzima imediatamente apds a prova, em 8 atletas profissionais e
retornaram aos niveis obtidos no pré-exercicio, em 3 horas permanecendo
inalterados até a Ultima avaliagdo feita apés 15 horas do término (AGUILO et al.,
2005). Por outro lado, Neubauer et al., (2008) mostraram néao ter havido diferencga

na atividade da GPx mensurada imediatamente apds prova de triatlon (ironman) e
54



Discussao

nas avaliagcdes subsequentes realizadas de 1 a 19 dias apés a competicao,
embora outros marcadores do estresse oxidativo tenham aumentado
temporariamente. Petibois e Déléris (2005) estudando a adaptagéo do eritrocito ao
estresse oxidativo gerado pelo treinamento de resisténcia observaram melhoria do
sistema de defesa antioxidante plasmatico acessado por outros marcadores que
nao a GPx, identificando adaptacdes provocadas pelo treinamento que melhoram
a defesa dos eritrécitos. Como a atividade da GPx parece retornar a niveis basais
dentro de algumas horas apds a pratica de exercicio, é possivel que 0s nossos
resultados, os quais ndo mostraram alteragdo, possam ser justificados por esse
perfil. Contudo, ndo podemos deixar de observar que a concentragao intracelular
de tGSH-GSSG se manteve equiparada a niveis de animais sedentarios,
mostrando que mesmo diante de um possivel quadro de estresse oxidativo
provocado pelo exercicio, esse sistema de defesa antioxidante se restabelece

rapidamente ou € poupado.

O exercicio também pode induzir mudangas em leucocitos. Segundo
Gleeson (2007), a atividade fisica tem grande impacto na resposta imune, no
entanto os efeitos causados pelo exercicio dependem da intensidade e da
duragédo. O exercicio moderado e regular é associado a incidéncia reduzida de
infeccbes comparado com um completo estado sedentario, enquanto que sessdes
prolongadas de exercicios extenuantes causam depressédo temporaria de varios
aspectos da fungdo imune. Ha relatos de que ocorre aumento de leucécitos
imediatamente apds o exercicio, permanecendo elevado por variado periodo de
tempo e este é 0 quadro mais frequiente encontrado em resposta a AF (BESSA et
al., 2008; SKENDERI et al., 2006; NATALE et al., 2003). A literatura, entretanto,
nao € unanime; o resultado da contagem de leucdcitos antes e apds teste de
esforco maximo em individuos de ambos os sexos praticantes ou ndo de AF,
mostrou-se inalterado (WARDYN et al., 2008). O aumento de leucdcitos
circulantes é relacionando a resposta inflamatéria temporaria provocado pelo
esforgo fisico (REID et al.,2004), tal como visto em muitas situagdes clinicas, mas
em nosso estudo, no entanto, os dados desse parametro diminuiram do estado

sedentario para o treinado, sem qualquer diferenca ocasionada pelas proteinas.
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As PSL foram estudadas em diversas doencas e situagdes comprometedoras
do sistema imune, tendo sido seus beneficios amplamente divulgados no meio
cientifico conforme apresentado em revisdes sobre o assunto (SMITHERS, 2008;
MADUREIRA et al., 2007; SGARBIERI, 2004; HA e ZEMEL, 2003). As
investigacbes atuais se voltam para a identificagdo dos componentes
responsaveis por tais efeitos. Mercier et al. (2004), mostraram que PSL intactas
microfiltradas aumentaram a proliferagcao de linfécitos em uma concentragéo de
100 pg.mL'1, mas a digestdo dessas proteinas pode ser deletéria para o estimulo
imune uma vez que de acordo com os autores o composto digerido é vinte vezes
menos ativo do que a forma nao hidrolisada. Eles também revelam que os
peptideos resultantes do fracionamento do produto hidrolisado avaliado em
concentracdo 6tima, estimulam a proliferacdo de linfocitos tanto quanto a forma
intacta, sendo considerados os componentes ativos das PSL. Embora ndo tenham
sido identificadas diferencas entre os grupos por terem recebido proteinas em
diferentes formas, nota-se que o grupo HT apresentou os menores niveis de

linfécitos, talvez em agéo sinergistica de dieta e adaptagéo ao treinamento.

O potencial imunomodulador das PSL também é agregado a sua composigao
aminoacidica com altos teores de cisteina — precursora de glutationa, e peptideos
bioativos presentes nas proteinas que quando digeridas permitem sua liberacéao,
absorgcao e agado. Como a disponibilidade de glutationa é relacionada ao potencial
antioxidante, sua natural presenca em todas as células de mamiferos a qualifica
como o principal agente de defesa contra as consequiéncias ocasionadas por este
desequilibrio éxido-redutor. Ao agir como um doador de cisteina, nos é revelado
no estudo de Mariotti et al. (2004) que a administragdo de a-lactoalbumina
previamente a uma sessdo de exercicio exaustivo em ratos, aumentou as
concentragbes de GSH hepatica. Como a atividade fisica € um agente estressor, é
desejavel a obtencdo de um melhor aparato de defesa antioxidante, e uma vez
que producgao de radicais livres e aumento da resposta inflamatéria contribuem
para o prejuizo da atividade imune, determinados componentes das PSL podem
favorecer esse sistema de defesa e fortalecer as células imunolégicas (ROBSON-
ANSLEY et al., 2007; TAULER et al., 2006; POWERS et al., 2004). Lands et al.
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(1999), observaram aumento da biossintese de glutationa intracelular em linfocitos
de adultos jovens submetidos a um teste de esfor¢co em bicicleta e suplementados
com 20g diarias de um produto contendo concentrado de PSL e o correlacionaram
positivamente com o aumento da performance. Com a concentracdo aumentada
de GSH em linfécitos resultante da suplementacao de PSL nesse estudo, pode-se
inferir que, estas por sua vez contribuem para o funcionamento adequado dessas
células preservando a capacidade imunoldgica dos sujeitos analisados, embora

isso ndo tenha sido investigado.

Se por um lado o aumento da presenga de GSH intracelular é relatado na
literatura como sendo um efeito comprovado na reversao do estresse oxidativo
que implica em melhor resposta imunoldgica geral, por outro, a teoria que envolve
os peptideos como agente imunomodulador, ainda ndo é muito clara. Segundo
Pihlanto et al (2006), o leite contém varios fatores antioxidantes, dentre eles os
peptideos gerados pela digestao das proteinas compostos por 5 a 11 aminoacidos
incluindo os hidrofébicos, prolina, histidina, tirosina e triptofano. Esses autores
revelam que a relagcédo da atividade-estrutura e os mecanismos antioxidantes dos
peptideos, ainda ndo sao completamente compreendidos, mas que a atividade
antioxidante verificada pelos hidrolisados parece ser inerente a sequéncia

caracteristica dos aminoacidos gerados pela digestao.

Os esforgos empregados para controlar os efeitos deletérios da atividade
fisica nem sempre sdo suficientes para reverté-los e em resposta ao exercicio
extenuante algum dano pode ocorrer. A atividade fisica prolongada e extenuante
pode causar elevadas concentragdes séricas de enzimas que estdo relacionadas
ao aumento da permeabilidade da membrana celular e a mensuracao da atividade
dessas enzimas apds o exercicio pode ser uma ferramenta eficiente para o
controle das sessbes de treinamento, ja que, conforme relatado por Gleeson
(2002), o dano muscular pode ser o fator que predispde individuos a queda de
performance temporaria como visto em atletas submetidos a treinamento pesado.
A intensidade e duragédo sdo sugeridas como fatores responsaveis pelos danos
musculares em uma interagdo dose-resposta; se o esforco € demasiado, lesdes

musculares ocorrem em maior escala.
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Os resultados de CK, LDH, AST e ALT obtidos de animais treinados, foram
mais baixos que os de animais sedentarios tanto na analise agrupada com relagao
a todos esses marcadores, quanto na analise individual, em que foram mostradas
diferencas inerentes ao treinamento relativas especificamente a algumas dietas
(Tabela 4). Ratos que receberam caseina como fonte protéica apresentaram
diminuicao de AST e ALT do estado sedentario para o treinado. Ja aqueles que
receberam PSL intactas mostraram que o treinamento levou a diminuigcdo somente
da LDH. E ainda os que receberam PSL hidrolisadas tiveram reducdo da AST. Os
valores de CK nao se mostraram alterados na andlise individual. Todos esses
resultados avaliados em conjunto nos levam a crer que o treinamento foi
primordial para as alteracdes de reducdo dos parametros do estado sedentario
para o treinado e nos permite afirmar que o treinamento que realizamos nos
animais nao foi excessivo, e tal como visto nos testes de desempenho (Figura 5),

houve boa adaptagéo.

Antunes Neto (2003) em protocolo de treinamento igual ao usado nesse
estudo porém sem intervencao dietética, encontraram niveis de CK apds a 92
semana estatisticamente iguais aos animais controle sedentarios, e ainda
verificaram que a estabilizagdo da carga de treinamento da 5% para a 82 semana
promoveu uma queda notavel nos niveis de CK ao avaliar seus niveis apds esse
periodo. Entretanto, relatou-se que na 42 semana de treinamento apds as 4
semanas iniciais de sobrecarga, os dados de CK foram mais elevados do que nas
avaliagdes realizadas apos a 82 e 92 semanas, bem como em comparagao aos
animais sedentarios, demonstrando que ha um efeito adaptativo e sugerindo que
alteracgdes lesivas na célula muscular sdo dependentes da elevacédo do estimulo.
A importéncia das cargas de treinamento fica evidente com os resultados desse
estudo uma vez que oscilacbes da intensidade, duracdo e frequéncia sao
estratégias empregadas nos treinos com vistas a alcangar a adaptacdo do

organismo frente as exigéncias.

E valido ressaltar que mensuracdes realizadas em momentos de competicdo
ou testes de esforco maximo, ndao coincidem com as avaliagdes feitas apos

treinamento crénico. Em provas de resisténcia de longa duragédo, que atualmente
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tomaram grande repercussdo no cenario esportivo, assim como corridas de
competicdo de menor duragdo em que o empenho em realiza-las é reforgado, e o
desafio ainda maior do que aquele requerido durante o treinamento, o perfil
aumentado dos biomarcadores durante ou logo apds a prova, revela um
comportamento similar ao desequilibrio gerado em sessdes de treinamento. Ou
seja, com a alta demanda, ha maior alteragéo da permeabilidade celular indicando
que houve ruptura severa da estrutura muscular em decorréncia da carga de
trabalho, com consequente extravasamento para a circulagdo sanguinea. Nesses
tipos de provas, o aumento proeminente desses marcadores & enfaticamente
relatado principalmente logo apos seu término, mas que perdura por dias mesmo
em repouso. CK, LDH e AST sao os marcadores que melhor representam essa
maior elevacao, caracterizando o modelo de lesdo muscular, ao passo que a ALT
em virtude de ser um marcador mais especifico de danos hepaticos e com
alteragdes menos enfaticas demonstram que se ha dano hepatico, esse ocorre em
menor magnitude (KIM et al., 2007; SKENDERI et al., 2006; SPIROPOULOS E
TRAKADA, 2003; FALLON et al.,1999).

Wu et al. (2004b), relataram que houve substancial aumento nos niveis de
AST e ALT imediatamente apdés 24 horas de corrida de ultra-resisténcia
diminuindo do segundo ao nono dia mas nao aos niveis iniciais de repouso, e
Bessa et al. (2008), afirmam que os niveis de CK e LDH aumentaram em até
300% em ciclistas em teste de 200km. Ja Hohl et al. (2009) que testaram o efeito
do treinamento em ratos em protocolo semelhante ao nosso mas ainda mais
extenuante, ndo encontraram diferengas no valor de LDH mensurado apds 60
horas de teste de desempenho maximo, em amostra do musculo gastrocnémio. O
dado dessa pesquisa € interessante, pois poderia ser inferido que os teores
inalterados de LDH no préprio musculo, também n&o levariam a variagdes

sanguineas mesmo com a ruptura celular.

Ao que se pode extrair de informagdes a respeito do treinamento e da dieta
no presente estudo, percebe-se que o protocolo utilizado causou uma adaptacao
dos animais que mesmo com um maior nivel de exigéncia fisica demandado na

ultima semana (9%) ndo mostrou elevar as concentragdes dos biomarcadores.
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Tampouco as dietas apresentaram diferenca significativa quanto a esses
marcadores, ndo aparentando relagao direta com eles. Considerando a avaliagao
dos marcadores dos animais sedentarios como basais, seria razoavel esperar
aumento dos niveis, mas contrario a essa expectativa, eles diminuiram. Esse fato
parece estar relacionado as caracteristicas fisioldgicas ocasionadas pelo

treinamento que em longo prazo se diferenciam das de um organismo sedentario.

Os resultados da composigao centesimal da carcaga dos ratos (Figuras 8 e
9) mostraram que a dieta ndo causou diferengas no teor de lipideos tanto com
relacdo a comparagao dos valores entre os grupos sedentarios, quanto entre os
grupos treinados. Ja o treinamento influenciou os teores de lipideos corporais
vistos 0s mais altos valores em animais sedentarios que mostraram maior
acumulo de lipideos que os treinados. Contudo, apenas os animais que receberam
PSL mostraram diferenca estatistica; os animais que receberam caseina como
fonte protéica também tiveram o teor lipidico diminuido, mas sem significancia
estatistica. Assim, a reducdo da gordura corporal dos animais que receberam PSL

parece ser vinculada ao efeito combinado do treinamento e dessas proteinas.

O teor de proteinas foi igual tanto entre grupos sedentarios quanto em
treinados. Aparentemente, pode-se dizer que, embora sem diferenca estatistica,
os valores de proteinas de animais treinados foram ligeiramente superiores aos
animais sedentarios, acompanhando a reducdo do teor de lipideos vista nos
animais submetidos ao treinamento. Com relagdao ao teor de cinzas, ndo foram

identificadas diferencas nos testes estatisticos entre nenhum dos grupos.

Estudos indicam que as PSL podem melhorar a composi¢gao corporal,
aumentando o teor de massa livre de gordura (massa magra) e diminuindo a
massa de gordura. A obesidade tem sido um assunto de grande investigagdo nos
ultimos anos, e a incorporagao de compostos como as PSL a dieta, que possam
auxiliar a reduzir a gordura corporal tem sido promissora. No estudo de Morifuji et
al. (2005a), que investigou a atividade de enzimas lipogénicas em ratos
exercitados, foi verificado que as PSL sao capazes de inibir a sintese de lipideos
no figado e aumentar a atividade da enzima acido graxo sintase no musculo,

podendo propiciar diminuigdo de acumulo de gordura no corpo por sua maior

60



Discussao

oxidacao durante a atividade. No presente estudo, observou-se redugao de forma
significativa da gordura total de ratos submetidos ao treinamento fisico e que
receberam as PSL. A discussdo a respeito dos efeitos das PSL sobre o
metabolismo de lipideos e sua repercussao na gordura corporal, € controversa.
Resultados de pesquisa em camundongos que receberam PSL ou proteinas da
soja, ambas na forma intacta ou hidrolisada, mostraram que as proteinas da soja
foram mais eficientes em diminuir a gordura corporal do que as PSL. Entretanto,
esse estudo ndo considerou a pratica de atividade fisica, sendo somente
observado que o tratamento de ratos geneticamente obesos submetidos a dieta
hiperprotéica restrita em energia, teve melhores respostas na reducao de lipideos
corporais com as proteinas da soja do que com as PSL (AOYAMA et al., 2000).
Talvez a associagdo de dieta e treinamento possa gerar respostas diferentes

daquelas quando s6 um fator é avaliado.

O papel do calcio na reducado da obesidade também tem sido explorado.
Zemel (2004) relata que as fontes de calcio de origem lactea apresentam maiores
efeitos do que as fontes de alimentos fortificados ou de suplementos. Ressalta
também, que apesar de haverem fortes evidencias tedricas sobre o mecanismo de
acao do calcio no metabolismo dos adipdcitos e estoque de lipideos, a via pela
qual as PSL aumentam esses efeitos, ainda ndao é totalmente compreendida.
Especula-se que a alta concentracdo de BCAA em derivados do leite, incluindo as
PSL, esteja vinculada a essa caracteristica de reduzir os lipideos corporais em um
remanejo da energia proveniente dos alimentos, do tecido adiposo para o tecido
muscular. Essa teoria corrobora com os resultados de Morifuji et al. (2005a) de
que ha aumento da acido graxo sintase muscular pela ingestdo de PSL. Siddiqui
et al.,, (2008) também relatam o potencial redutor das PSL sobre a gordura
corporal de ratos, ressaltando a redugdo do acumulo de gordura e aumento da
massa magra bem como o aumento de mRNA de receptores de insulina muscular
nos animais que receberam dieta contendo PSL, vitamina D e calcio com altos
teores de gordura e carboidrato em comparacao a dieta isenta de PSL e com teor
de calcio e vitamina D sub-6timos. Ainda, em recente estudo realizado com 25
individuos eutrdficos, foi mostrado que as PSL apresentam maior efeito supressor

do apetite em relagdo as proteinas de soja e a caseina, relacionado ao relativo
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aumento sérico dos aminoacidos leucina, lisina, triptofano, isoleucina e treonina, e
respostas enfaticamente aumentadas de insulina e peptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1) (VELDHORST et al., 2009). O efeito inibidor do apetite pode
estar relacionado a presenga de glicomacropeptideos (GMP), como exposto no
trabalho de Lan et al.,, (2009) que avaliou a saciedade de 50 voluntarios ao
ingerirem refeigdes contendo ou ndao PSL com concentragao natural dos GMP ou

adicional.

O leite e derivados sdo também associados a beneficios na manutencao
Ossea pelo seu teor elevado de calcio de boa biodisponibilidade, e atualmente as
proteinas do leite ganham espaco nessa discussdao. Os ossos fazem parte da
massa livre de gordura quando avalia-se em compartimentos, a composigéo
corporal. As alteragdes na massa e resisténcia 6ssea sédo alvo de investigagao
frequente, principalmente envolvendo os casos de osteoporose. Ratas
ovarectomizadas receberam dieta contendo um concentrado de proteinas do leite
e foi observado que esta proporcionou melhores resultados quanto a ressorcao
Ossea prevenindo a perda 6ssea, do que aquelas que receberam a dieta controle
contendo apenas caseina (TOBA et al., 2000). A fonte de calcio pode ter influéncia
na absorcdo mineral nos ossos; Toba et al, (1999) afirmam que a
biodisponibilidade de calcio € aumentada quando administrada em conjunto com

proteinas do leite, em ratos em crescimento.

Os resultados de peso 6sseo foram semelhantes entre os grupos. J& com
relagcdo ao comprimento houve diferenga entre os grupos CS e HS. Os dados de
correlagao desses dois parametros sao considerados moderados (LEVIN, 1978) e
demonstram que n&o sé por possuirem maior comprimento necessariamente os

0Ss0s sd0 mais pesados; outros fatores devem estar associados (Tabela 6).

E escassa a literatura acerca das variagdes anatémicas dos 6rgdos de ratos
em funcao da ingestdo de PSL desconsiderando a presencga de doencgas. Poucas
variagdes significativas que pudessem ser associadas ao efeito da dieta foram
observadas. No entanto nos chamou a atencéo a diferenga do peso dos figados
dos animais que receberam caseina e do peso do pancreas dos animais que

receberam PSL hidrolisadas (Tabela 5).
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O figado € um 6rgao extremamente responsivo as alteragcbes metabdlicas.
Assim como houve diferenca no peso desses 6rgaos mostrando que ratos
sedentarios com ingestado de dietas contendo caseina tinham valores de figados
mais pesados que os treinados com mesma dieta, a atividade da ALT sérica
também foi significativamente maior nos animais nado exercitados. A atividade
enzimatica mais elevada desse grupo parece estar relacionada a maior extensao
tecidual e ndo a outros efeitos metabdlicos, mas de qualquer forma é um dado
interessante visto que trabalhos como o de Kume et al. (2005) ressaltam o efeito
hepato-protetor das PSL. Com relagao aos valores de peso dos pancreas pode-se
ressaltar uma possivel tendéncia das PSL hidrolisadas em conferir menor peso
desses Orgaos aos animais. A influéncia disso nas respostas pancreaticas néo é
evidente, mas talvez haja certa correlagcdo da eficiéncia da forma fisico-quimica
dessas proteinas. Certamente essas sao observagdes especulativas podendo ser
apenas fruto da variabilidade biolégica e, assim, outros dados precisam ser

explorados para confirma-las.
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7. CONCLUSAO

O intuito desse trabalho originalmente foi verificar se haveria diferenga entre
as variaveis estudadas decorrentes do consumo de proteinas do soro do leite em
suas formas intacta ou pré-hidrolisadas por ratos treinados ou sedentarios. Essa
diferenca nao foi encontrada. As trés fontes protéicas apresentaram resultados

semelhantes em quase todos os parametros avaliados.

Apesar de nao ter havido diferenga significativa entre as dietas, pudemos ver
um forte efeito do treinamento sobre o desempenho que foi crescente ao longo do
experimento em todos os grupos, e também na constituicdo corporal dos animais
a qual revelou um perfil lipidico reduzido em animais treinados em comparagao
aos sedentarios com significancia estatistica vista somente em relagdo aos grupos
que receberam PSL, o que mostra ser um efeito positivo e dependente da acao

conjunta da dieta e da AF.

As alteragcbes anatdbmicas parecem ser inerentes a variabilidade biologica
individual dos animais, mas ressaltamos possivel influéncia das PSL sobre o peso

de figado e pancreas.

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos diminuidos em ratos treinados
em comparagao aos sedentarios indicam que houve boa adaptagdo ao

treinamento.

A concentragdo de glutationa total em eritrocitos, que foi significativamente
superior em animais sedentarios que consumiram PSL intactas, sugere maior
eficiéncia antioxidante proporcionada por essas proteinas. Embora entre os
grupos de ratos treinados ndo tenha havido diferenca estatistica, os valores de
glutationa total foram equiparados aos teores encontrados em sedentarios,
podendo-se inferir que houve preservagédo desse sistema ou grande capacidade

de reconstituicdo mesmo com a alta demanda gerada pelo exercicio fisico.

Concluiu-se com esses dados que existe um potencial modulador das PSL,
mas que talvez aos niveis ingeridos pelas dietas (12%) este ndo foi enfaticamente

evidenciado.
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8. OBSERVACOES

No inicio do trabalho de doutorado buscamos nos engajar nas pesquisas
sobre nutrigendémica. Realizamos um estudo piloto utilizando protocolo de dieta e
exercicio semelhante ao apresentado nessa tese. Foi feito um ‘pool’ com os
figados dos animais e o RNA total foi extraido para subsequente comparacao da
expressdo de genes usando a técnica de microarranjos de cDNA em ‘chips’
contendo 1152 ESTs (Expressed Sequence Tags) disponiveis naquela ocasiao.
Verificou-se que em comparacao a dieta controle contendo caseina, os animais
que receberam a dieta com PSL hidrolisadas apresentaram aumento da
expressao de 64 e diminuicdo de 43 ESTs. Ja os resultados obtidos dos animais
que receberam a dieta com PSL intactas revelaram efeito diminuido na expresséao
de 93 ESTs. As sequéncias identificadas eram referentes a genes codificantes de
componentes da cadeia respiratéria mitocondrial que no caso das PSL
hidrolisadas estavam reprimidos € em PSL intactas estavam estimulados. Assim
como também foram encontrados genes envolvidos no metabolismo de
aminoacidos (enzima AST) com expresséo reduzida pelas PSL hidrolisadas, e de
sintese de proteinas do genoma mitocondrial aumentados por PSL intactas. Os
resultados desse estudo indicam que as proteinas alteram a fungédo hepatica,
possivelmente, por mudangas na expressao génica, e que as PSL mostram efeitos

bem diferentes quando comparadas a caseina.

Nao pudemos, contudo, dar continuidade a esse trabalho em virtude da falta
de recursos. O pedido de auxilio a pesquisa nos foi negado e tivemos que optar
em realizar outras analises que deram origem a presente tese. Mas salientamos a
importancia da pesquisa nessa area visto que os resultados preliminares sao no
minimo intrigantes. Com o avang¢o do conhecimento, hoje ja encontramos o
genoma completo de ratos, embora o custo dos chips ainda seja um obstaculo
para sua utilizagdo em grande escala. Aos pesquisadores interessados, com
subsidios e possibilidades, acompanhar os passos da evolugdo da ciéncia sera

sempre um desafio gratificante.
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Apéndices

APENDICE |

Perfil hematoldgico de ratos sedentarios (S) e treinados (T), alimentados com dietas contendo uma
das trés fontes protéicas: Caseina (C), Isolado protéico do soro do leite (I), e Hidrolisado protéico
do soro do leite (H), apds 24h da ultima sessao de treino da 92 semana

SEDENTARIOS TREINADOS
cs IS HS cT IT HT
E(TSE’/‘;’J'BS 8,62+ 0,19 8,07+027  8,82+0,26 8514044  845:0,60  8,42+0,44

Hematdcrito (%) 45,5+1,83 46,02+£1,25  45,6+0,95 44,87+2,08 43,16+2,62 44,06+1,97

Hemoglobina 15,44+0,39 15,824 0,35 1552+ 047 1546+0,76  147+¢1,66  15,12+1,01

(g/dL)
VCM!' (fL) 52,80+2,37 51,36+2,05 51,74+1,37 52,74+1,88  51,13+1,91  52,37+1,65
HCM? (pg) 17,93+ 0,46  17,65£0,62 17,61:0,29 18,16+047  17,4+1,58  17,95+0,70
CHCM® (g/dL) 33,99+1,33 34,40+0,74 34,03+0,68 34,45:0,79  34,0242,87  34,31+1,39
RDW-CV* (%) 15,97+0,91 16,85+ 1,10 17,16:0,56  16,93+1,31  18,88+1,39  17,04+0,72
RDW-SD* (fL) 26,34+2.82  26,35+1,94 26,97+1,28 27,96+3,03  30,25+2,83  29,31+1,67
F}'fgéjﬁtl_"‘)s 669,0+ 146,35 610,1+85,76 580,0£955 481,1+168,89 536,0£209,71 569,7+126,27
VMP® (fL) 7,74+0,15 7,65+0,22  7,73:018  8,07+0,38 8,11%0,30 8,07+0,37
L?;‘ggﬁ'ﬁ‘)’s 7,01£2,27 7,5041,53  7.,74+1,71  6,42+42,02  585:178  538+228
L(ngfu'tf)s 6,30£2,11 6,5141,42  6,56+1,73  5,09+2,09 4,66+1,76 4,1242,11
N(‘i“(}gfj:_")’s 0,62+0,27 0,75¢t0,56  0,87£0,24  0,870,41 0,66+0,38 0,83+0,49
Ez’f(')’s‘/"lfﬂ‘)’s 0,07+0,01 0,07¢0,09  0,06:0,02  0,05:0,07  0,02+0,02 0,04+0,06
'\’("1’82’/383 0,0240,02 0,07¢0,07  0,09:+0,08  0,06+0,04 0,130,18 0,07+0,09

Valores séo referentes a media (+ desvio-padréo) de 10 a 12 animais por grupo

1-Volume Corpuscular Médio, 2-Hemoglobina Corpuscular Média, 3- Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média, 4- Red blood cell distribution width: amplitude de distribuicdo das células vermelhas, 5-Volume Médio de
Plaquetas
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Apéndices

APENDICE Il

Marcadores bioquimicos determinados em sangue de ratos sedentarios (S) e treinados
(T), alimentados com dietas contendo uma das trés fontes protéicas: Caseina (C),
Isolado protéico do soro do leite (1), e Hidrolisado protéico do soro do leite (H), ap6s 48h
do ultimo teste de desempenho

Sedentarios Treinados
Marcador Cs IS HS CT IT HT
AST (UIL) 67,16+1120,42 55,78+13,97  62,77+11,54 37,89+11,96 44,93+13,90  39,29+11,38
ALT (UL) 23,88+10,59 15,4412,58 21,13%7,02 16,01+8,68 16,05%5,92 14,09+4,56
CK (U/L) 311,424242,68 515,28+349,38  395,51+265,17 194,66+104,058  265,53+209,69 208,45+147,39
LDH (U/L) 560,48+190,03 731,51+164,89 606,35+166,72 562,72+176,94  479,26+257,43 459,86+237,04
Creatinina 0,50%0,12 0,63%0,11 0,63+0,19 0,55%0,14 0,50£0,16 0,46x0,14
(mg/dL)
tGSH-GSSG 295,72+131,75 619,13£190,66 522,10+137,97 443,18+190,97  516,73+158,91 545,63+119,96
(M)
GPx 149,03+£101,95 144,47+66,02 100,38+45,88  169,01+140,06 131,64482,06  33,6419,62

(nmol/min/ml)

Valores séo referentes a media (+ desvio-padrao) de 10 a 12 animais por grupo
* essa analise foi realizada com 5 animais/grupo
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