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Resumo geral

A ocorréncia de desvios no metabolismo protéico durante o exercicio depende tanto
da intensidade, duracdo e freqiiéncia do exercicio, como também da ingestdo alimentar,
especialmente da qualidade da dieta consumida. Neste contexto, proteina do soro do leite
(PSL) destaca-se pelo seu alto valor nutritivo, devido tanto a composi¢cdo de aminoacidos,
quanto a rapida digestdo, além de outras funcionalidades relacionadas com a saude. O
objetivo deste estudo foi avaliar em ratos os efeitos da ingestdo da proteina do soro do leite,
na sua forma intacta e hidrolisada (~12,5% de hidrdlise), em associagdo a atividade fisica
de endurance, sobre os niveis séricos de aminoacidos, evolucdo ponderal, contetido
protéico em gastrocnémio e soleo, conteitdo de DNA no gastrocnémio, niveis séricos de
IGF1, sintese e degradagdo protéica no grastrocnémio e sintese no soleo. Ratos Wistar
foram distribuidos em 6 grupos, de acordo com a proteina consumida (12%): caseina
(CAS), isolado protéico do soro do leite (IPSL) ou hidrolisado protéico do soro do leite
(HPSL)) e submetidos a um protocolo de atividade fisica (sedentarios (S) e treinados (T)).
Os ratos treinados correram em esteira, durante 9 semanas, e foram sacrificados apds 48
horas de repouso e 12 horas de jejum. As trés dietas utilizadas apresentaram contetidos
semelhantes de aminoacidos totais, mas as dietas IPSL e HPSL destacaram-se apresentando
maiores valores absolutos de leucina, isoleucina, lisina, treonina, cistina, alanina e acido
aspartico, em relacdo a CAS. No geral, os niveis séricos de aminoacidos indispensaveis
foram semelhantes para os grupos IS e HS, em comparacdo com os ratos controle
sedentarios (CS), enquanto o grupo HT apresentou o maior nivel destes aminodcidos, em

relagdo ao CT. A evolugdo ponderal foi semelhante para todos os grupos de ratos até o final



da oitava semana de treinamento. Na nona semana, os grupos treinados apresentaram peso
significativamente menor que o CS. Nao houve diferenca estatistica para o peso, contetdo
protéico dos musculos gastrocnémio e séleo, niveis séricos de IGF1 e taxas de degradacao
protéica muscular do gastrocnémio, entre todos os grupos experimentais. O conteudo e
concentracdo de DNA no gastrocnémio foi significativamente menor em ambos 0s grupos
que consumiam a HPSL (HS e HT), independente da atividade fisica, comparado aos
grupos que consumiam as proteinas intactas (CS, IS, CT e IT). As taxas de sintese protéica
nos musculos gastrocnémio e so6leo também foram menores para o grupo HT, comparado
aos sedentarios (CS, IS e HS), mas sem mostrar diferenca com os grupos CT e IT. Os ratos
do grupo HT destacaram-se por apresentar diminuicdo da demanda por nova sintese
protéica, e da necessidade de utilizagdo de aminoacidos do pool sérico diminuindo,
consequentemente, a necessidade de aumentar a quantidade de DNA celular no musculo
gastrocnémio e ainda assim, manteve o peso, a concentracdo ¢ o conteudo protéico
muscular sem diferenca em relagdo aos demais grupos. Estes resultados, considerados em
conjunto, sugerem que o consumo da proteina hidrolisada do soro do leite pode contribuir
para a preservacao da massa muscular no gastrocnémio, quando associado a atividade fisica

de endurance.



Abstract

Physical exercise promotes protein metabolic alterations depending not only on its
intensity, duration and frequency, but also on food intake and especially on the quality of
the diet. In this context, the milk whey proteins (PSL) stand out because of their high
quality, meeting both amino-acid profile and digestibility requirements, besides other
functional properties. The aim of this study was to assess the effects of milk whey protein
intake in rats, in both the intact and hydrolyzed forms (~12,5% of hydrolysis), associated
with physical activity of endurance, on serum amino acids levels, body weight, protein
content in both the gastrocnemius and soleus muscles, total DNA content in the
gastrocnemius, serum IGF1 levels, protein degradation rate in the gastrocnemius, and of
protein synthesis in the soleus and gastrocnemius. Male Wistar rats were divided into six
groups as follows: protein consumed (12%), casein — CAS, milk whey protein isolate —
IPSL, or milk whey protein hydrolyzate —-HPSL) and physical activity protocol (sedentary,
S, and trained, T). The trained rats were exercised on the treadmill during nine weeks and
sacrificed following 48 hours of rest; the last 12 hours being fasted. The three diets tested
produced similar contents of total amino acids, although the IPSL and HPSL diets stood out
because of the higher absolute values of leucine, isoleucine, lysine, threonine, cysteine,
alanine and aspartate than those of CAS. As a whole, the serum indispensable amino acid
levels were similar when comparing both IS and HS groups with the control group (CS).
However, the HT group showed higher levels of these amino acids than the CT group. No
difference in body weight evolution was apparent among the groups until the end of the

eighth week of training. Nevertheless, on the ninth week the trained groups showed



significantly lower weights than group CS. There were no significant differences, among all
groups studied, in the weight, the content and concentration of both gastrocnemius and
soleus muscles, and serum IGF1 levels, as well as the degradation rate of proteins in the
gastrocnemius muscle. The content and concentration of DNA in the gastrocnemius were
significantly lower in both groups fed HPSL (HS and HT), regardless of physical activity,
than in the groups fed intact protein (CS, IS, CT and IT). The rate of protein synthesis in
both gastrocnemius and soleus muscles were also lower in the HT group than those found
in the CS, IS and HS groups. However, there was no difference when compared to those of
the IT and CT groups. Summarizing, the HT group stood out because of its lower demand
for new protein synthesis and amino acid utilization from the serum pool, consequently
decreasing the need for higher amount of cellular DNA in the gastrocnemius muscle. Even
so, this group kept the same muscle mass, protein content and concentration, as those of the
other groups. These results suggest that the consumption of hydrolyzed milk whey protein
may contribute to the preservation of the gastrocnemius muscle when associated with

physical activity of endurance.



Introducao geral

A composi¢do e as caracteristicas corporais de todos os animais sao frutos da
genética, da alimentacdo e do esfor¢o fisico. Estes sdo trés elementos chaves a serem
considerados quando se deseja alcancar objetivos relacionados a saide e ao rendimento
fisico.

Dentre estes trés elementos chaves apresentados, apenas a alimentacgao e a atividade
fisica sdo ferramentas manipulaveis, e por isso sdo alvo de muitas pesquisas que almejam
atender a grande demanda na area de desporto e atletismo e na area de satide em geral.

A relagdo entre alimento, atividade fisica e saide ¢ conhecida desde o tempo das
civilizagdes antigas, sendo uma das preocupacdes que ocupavam pensadores da Suméria,

da India, do Egito, da China, da Pérsia e de outras'V.

Por exemplo, na Grécia antiga, os
pedotribas (treinadores ou técnicos particulares) prescreviam enormes quantidades de
carne, com o objetivo de produzir massa e forca musculares consideradas necessarias para
os boxeadores e lutadores.

Desde os primeiros pensadores até a ciéncia atual houve grande progresso no que se
trata de alimentagdo e atividade fisica, porém ainda hoje os alimentos protéicos sao
colocados em destaque tanto pela sabedoria popular, que expde um conhecimento empirico
preservado por geragdes, quanto pela propria ciéncia, que, por meio de pesquisas, confirma
diversos beneficios na ingestao destes macronutrientes.

O exercicio fisico promove alteragdes importantes no metabolismo das proteinas,

)

que podem resultar em respostas anabolicas ou catabolicas'", causando desvio no rurnover

protéico. A ocorréncia deste desequilibrio dependente diretamente, tanto da intensidade,



duragdo, e freqiiéncia do exercicio, como também da ingestao alimentar, especialmente da
qualidade da dieta consumida®.

Desta forma, com o objetivo de alcangar um balango metabdlico protéico positivo
(sintese maior que degradacdo protéica), os esportistas cada vez mais procuram
suplementos e/ou produtos alimentares ricos em proteinas de alta qualidade(z).

Diversos estudos mostram que alguns aminoacidos indispensaveis sao necessarios
ao estimulo da sintese protéica no musculo e sugerem que a proteina a qual prove uma alta
propor¢ao deste aminoacido seria eficiente em promover crescimento.

Outra hipdtese que esta se tornando cada vez mais aceita ¢ que a rapida
digestibilidade e absor¢do das proteinas tem impacto importante sobre a cinematica

protéica®

, sendo capaz de promover e/ou reforgar o balango metabolico protéico na dire¢ao
do anabolismo. Isto inclusive justifica a utilizagdo de proteinas parcialmente hidrolisadas
por esportistas, a fim de conseguir um impacto metabdlico positivo em fungdo da
velocidade de absorcao.

Dentro deste contexto, a proteina do soro do leite destaca-se por ser classificada
como de “alta qualidade”, atendendo tanto o quesito de composi¢ao de aminoacidos, quanto
de velocidade de digestdo, além de outros. Assim, dentre os varios aspectos deste

macronutriente que hoje a ciéncia estuda, os beneficios sobre o metabolismo protéico sao

muito atrativos, principalmente para desportistas e atletas.



Justificativa

A ciéncia cada vez mais mostra a eficié€ncia do exercicio fisico e da utiliza¢ao da
proteina do soro do leite para a saide. No entanto a maioria das pesquisas existentes,
relativas a estes dois temas (exercicio fisico e proteina do soro do leite), ou focam os efeitos
sobre o metabolismo protéico de cada um deles separadamente, ou associados a outra
variavel, das diversas que existem, a fim de tentar responder algumas das muitas questdes
que ainda cercam a relacdo atividade fisica - nutri¢do — saude.

A expectativa por bons resultados na associacdo entre exercicio e a ingestdo da
proteina do soro do leite nasce das respostas obtidas até agora por estudiosos, por meio de
pesquisas sobre cada um desses dois temas, apontando a possibilidade de uma associagdo
que parece muito vantajosa. Por exemplo, se o exercicio de endurance pode aumentar a
quantidade de capilares sanguineos por fibra muscular, a capacidade das mitocondrias de
gerar ATP por meio da fosforilagdo oxidativa, a capacidade de oxidagdo dos lipidios e dos
carboidratos; e se a ingestdo de proteina do soro pode aumentar rapidamente a
disponibilidade de aminoacidos, e consequentemente o transporte destes para dentro do
musculo, uma associacdo entre estas duas varidveis poderia sugerir um significativo
favorecimento da preservagdo protéica muscular e/ou um grande favorecimento da sintese

protéica, acarretando diversos reflexos também favoraveis no organismo.
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Revisao bibliografica



Revisao bibliografica

Proteinas

As proteinas sdo as mais abundantes macromoléculas biologicas e representam o
principal componente estrutural e funcional de todas as células do organismo. Apesar da
enorme diversidade de enzimas e de outras proteinas no corpo, quase 50% do contetido
protéico total do ser humano esta presente em apenas quatro proteinas (miosina, actina,
colageno e hemoglobina)™®.

O corpo humano adulto, pesando em média 70 kg, contém entre 10 a 12 kg de
proteina®. Ao considerar a grande representatividade da miosina e actina (proteinas
musculares), nota-se entdo que as proteinas corporais estdo localizadas de forma muito
significativa dentro da massa dos musculos esqueléticos.

As proteinas assemelham-se aos carboidratos e lipidios, pois também contém
atomos de carbono, oxigénio e hidrogénio. As moléculas de proteinas contém
aproximadamente 16% de nitrogénio, juntamente com enxofre e, ocasionalmente, fosforo,
cobalto e ferro®.

As proteinas sdao estruturas complexas e poliméricas que tem como unidade
estrutural os aminoacidos. As ligagdes peptidicas unem covalentemente os aminodcidos
formando desde cadeias pequenas chamadas de polipeptidios (cadeia de no méaximo 100
aminoacidos) até cadeias bem maiores ¢ mais complexas denominando-se entdo de
proteinas (cadeia maior que 100 aminoécidos)®.

O corpo ¢ incapaz de sintetizar alguns aminoacidos, sendo necessario que eles sejam

fornecidos como parte da dieta, e por isso sdo classificados como indispensaveis. Estes



aminoacidos sdo a treonina, triptofano, histidina, lisina, leucina, isoleucina, metionina,
valina e fenilalanina.

Os aminodcidos indispensdveis sdo um dos mais importantes parametros de
classificagdo das proteinas provenientes dos alimentos e, assim, podem ser classificadas
com alto ou baixo valor nutricional, dependendo da sua capacidade de fornecer
aminoacidos indispensaveis. Os alimentos protéicos de maior valor nutricional provém de
fontes animais (carne, leite, ovos), enquanto os vegetais (soja, lentilhas, feijoes, ervilhas,

nozes e cereais) sdo incompletos em um ou mais aminoacidos indispensaveis.

Qualidade das Proteinas

As proteinas podem variar de acordo com a fonte (animal ou vegetal), composi¢do
de aminoécido (particularmente seu conteudo de aminoacidos indispensaveis), sua
digestibilidade, textura e outros parimetros®.

A composicao aminoacidica de diferentes proteinas pode ter efeito impar sobre as
funcdes fisiologicas no corpo humano. Por exemplo, uma proteina pode proporcionar
grande estimulo a sintese protéica no musculo, enquanto outra pode mostrar agdo
estimuladora do sistema imune. Portanto, a qualidade da proteina ¢ vital quando se
consideram os beneficios nutricionais especificos que elas podem proporcionar.

Os parametros atualmente considerados para classificar uma proteina como de “alta
qualidade” sdo a composi¢ao de aminoacidos, a digestibilidade e a biodisponibilidade dos
aminoécidos”. Ha varias escalas e técnicas para analisar a qualidade da proteina, mas os

métodos em destaque sdo: Padrdo de eficiéncia protéica (PER), Valor bioldgico, Rede de

utilizagdo da proteina, e Digestibilidade Protéica Adequada ao Score de Aminoécido™.
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Diante disto, a proteina do soro consegue destaque por apresentar todos os quesitos
relativos a qualidade, (alta digestibilidade, 6timas composi¢cdo e biodisponibilidade de
aminoacidos), comprovadas por todos os métodos de avaliagao apontados, sendo que, em
comparagdo com carne bovina, caseina, leite e ovos, sua posi¢ao no ranking foi a melhor,
exceto na andlise do PER, que se mostrou pouco menos eficiente que o conteudo protéico

do ovo®.

Proteinas do soro do leite

O termo soro refere-se a uma parte liquida translucida do leite, remanescente do
processo de fabricacdo do queijo (coagulacao e retirada da coalhada). O soro ¢ um dos dois
maiores grupo protéico do leite bovino, contém cerca de 20% de proteina, sendo que o
primeiro grupo, a caseina, responde por 80% da proteina ®.

O soro do leite ¢ composto por proteinas como a a-lactoalbuminas, lactoferrina,
imunoglobulinas, B-lactoalbuminas, lactoperoxidase, glicomacropeptidios e uma variedade
de fatores de crescimento. Essas proteinas tém sido destacadas em uma série de efeitos
biolégicos observados em estudos com humanos e com animais®.

Do ponto de vista aminoacidico, as proteinas do soro apresentam quase todos os
aminoacidos indispensdveis em excesso as recomendagdes, destacando o triptofano, a
cisteina, a leucina, a isoleucina e a lisina. H4 exce¢do para os aminodcidos aromaticos
(fenilalanina e tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendagdes
para todas as idades"”.

Dentro deste contexto, € possivel notar que os constituintes das proteinas do soro de

leite oferecem alto contelido de aminoacidos indispensaveis e aminoacidos de cadeia

. , . . . ... (8 ~
ramificada, além de serem ricos em vitaminas e mineirais®. Dentre a alta proporg¢ao de
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aminoacidos de cadeia ramificada, a leucina se destaca por ser a mais abundante e de
particular interesse!' .

Estudos tém demonstrado que a leucina ¢ capaz de estimular o anabolismo protéico
agindo sobre caminhos intracelulares implicados na regulagao da sintese protéica (mTOR,
S6K, e 4EBPI)?.

Uma pesquisa realizada na Franga avaliou os efeitos de varias proteinas do leite, que
diferiam quanto a composi¢ao de aminoacido, e de suplemento com leucina livre sobre a
sintese protéica muscular pos prandial em ratos idosos. Em conclusao os autores apontaram
que assim como a leucina livre, a alimentagdo contendo proteinas ricas em leucina também
foi capaz de melhorar a sintese protéica no musculo desses ratos').

Além disso, o concentrado e o isolado do soro do leite sdo uma rara fonte de cisteina

1®

biodisponivel*”’, quatro vezes maior comparada a outras fontes protéicas de qualidade como

a caseina e soja. A cisteina tem papel indispensdvel no metabolismo humano e consegue
promover preservacdo de tecidos musculares durante a atividade fisica'?.

Alguns estudos tém demonstrado hipertrofia muscular com o uso de proteinas do
soro isolada, por meio de biopsias do musculo, feitas antes e apos o treinamento, revelando
que a suplementagdo com a proteina do soro do leite aumentou o tamanho das fibras
musculares do tipo IT em 543% comparado ao grupo controle!?.

A rapida digestao e absor¢do de aminoéacidos observada tanto para proteinas do soro
do leite quanto para proteinas hidrolisadas, ¢ outra vantagem que pode ser explicada pela
teoria de que o aumento da disponibilidade de aminoécidos aumentaria também o
transporte destes para dentro do musculo, e isto sugeriria a estimulacdo da sintese
protéica’®. Por causa dessa velocidade de digestdo e absor¢do alguns pesquisadores

3)

classificaram-nas como fast metabolizing proteins~’, as quais sdo muito adequadas para
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situagoes de estresses metabodlicos, em que a reposi¢dao de proteinas no organismo se torna
emergencial(lo).

Estudos mostram que esta especificidade de fast metabolizing proteins da proteina
do soro do leite ¢ explicado pelo fato dessas proteinas ndo sofrer alteracdes
conformacionais pela agdo do suco gastrico, como acontece com a caseina, sendo entdao
rapidamente esvaziadas pelo estbmago. Ao atingirem o intestino delgado sdo rapidamente
digeridas e seus aminoacidos absorvidos, elevando rapidamente a concentragao
aminoacidica e, assim, estimulando a sintese protéica 3,

Desta forma, considerando a importancia da velocidade de absor¢cdo para o
metabolismo protéico, muitos atletas t€ém buscado as fast metabolizing proteins, como a
whey protein, bem como seus hidrolisados, na expectativa de obter resultados ainda
melhores .

Além dos beneficios apresentados, as propriedades fisioldgicas e funcionais da
proteina do soro ainda podem promover inibi¢ao ou retardamento de processos patoldgicos
ou do envelhecimento precoce em animais e, provavelmente, na espécie humana (10)

A justificativa para essas propriedades fisioldgico-funcionais vem dos diversos
estudos que conferem a proteina do soro atividade imunomoduladora, principalmente
devido a quantidade de imunoglobulinas do leite que permanecem quase integralmente no
soro; atividade antimicrobiana e antiviral, devido a seu conteudo de lactoferrina,
lactoperoxidase, a-lactoalbuminas e imunoglobulinas; atividade antiulcera, por conter
grande quantidade de aminodacidos sulfurados, particularmente a cisteina, que promove o
aumento da sintese de glutationa, que, por sua vez, ¢ capaz de proteger tecidos epiteliais;
atividade protetora do sistema cardiovascular; atividade anticancer; atividade benéfica ao

esporte; € outros a0,
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As alegagdes de atividades bioldgicas benéficas do soro do leite, combinadas ao
grande crescimento do mercado de alimentos funcionais e ao aumento da demanda de
consumidores por proteinas de alta qualidade, sdo um grande atrativo a utilizacdo da
proteina do soro e de suas fragdes como ingredientes para alimentos funcionais, e isto
atualmente vem despertando o interesse da industria de alimentos ®,

Varios estudos estdo desenvolvendo prototipos alimentares, a fim de expandir a
disponibilidade de produtos que oferecem proteinas do soro. Os produtos incluem sorvetes,
chocolates, barras de cereais, molhos, pudins e pastas. Esses produtos sdo capazes de

oferecer de 5 a 30g de proteina do soro lacteo ®,

Metabolismo das proteinas

Deoxyribose Nucleic Acid (DNA)

O DNA tem papel impar no processo de sintese protéica, pois ¢ o local de
armazenamento de informagdes genéticas, que funcionam como um “molde”,
possibilitando que todas as proteinas sejam replicadas'”.

O conteudo de DNA estd localizado dentro do nucleo celular e ¢ utilizado como
parametro de avaliacdo de hiperplasia e hipertrofia de um determinado tecido. Uma
excecao ¢ o musculo esquelético, composto de células multinucleadas, onde o aumento no
conteudo de DNA representa um aumento no nimero de ntcleos e ndo necessariamente um
aumento no niimero de células'®.

Nos musculos estriados de ratos, o conteido de DNA aumenta até por volta dos 90

dias de idade, enquanto que o peso, as proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas continuam
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a aumentar até por volta dos 140 dias de idade. Em meados dos 140 dias de idade, a sintese
e a degradacgao protéica encontram o equilibrio(lg).

Além do aumento natural durante a fase de crescimento, o conteudo total de DNA
muscular parece aumentar também em resposta a estimulos como presenca do Insulin-like

Growth factor 1 IGF1)" e atividade fisica®”. Tanto no primeiro caso, quanto no segundo,

este aumento de DNA foi acompanhado do aumento da massa muscular.

Sintese Protéica

A informagdo genética, armazenada nos cromossomos ¢ transmitida as células filhas
por meio da replicacdo do DNA, ¢é expressa por meio da transcricdo em RNA e,
subseqiiente traducio em cadeias polipeptidicas'”.

A primeira etapa da sintese ¢ o processo de transcricdo, onde as ligagdes de
hidrogénio, que unem as bases do DNA, sdo rompidas e a enzima polimerase do &cido
ribonucléico (RNA) forma uma seqiiéncia de ribonucleotidios, seguindo o mesmo arranjo
de pareamento de bases do filamento de DNA, formando o mRNA.

O mRNA ¢ entdo transladado do nucleo, onde foi formado, para o citoplasma, onde
os ribossomos (“maquinaria de sintese protéica”) estdo localizados.

O proximo passo € o processo de tradugdo, que permite que as informagdes contidas
na seqliéncia de bases do mRNA sejam utilizadas na determinacdo da seqiliéncia de
aminoacidos na cadeia polipeptidica que sera sintetizada.

Atualmente estudos mostram que a sintese protéica ¢ muito ampla e, muitas
descobertas foram acrescentadas ao antigo modelo de atuacdo do RNA, que tinha uma

participagdo simplificada dentro do processo da sintese de proteinas, ainda pouco

conhecido. Hoje, varios sdao os RNAs listados pela ciéncia, e sabe-se que a sintese protéica
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depende mais de sua eficiéncia de traducdo do que do numero deles presentes na célula.
Além disso, a eficiéncia em traduzir parece ser flexivel a mudangas agudas no estado
fisioldgico, como por exemplo, do jejum ao pés prandial @V.

As células possuem um receptor que, em contato com o substrato circulante, como
por exemplo a insulina, sdo autofosforilados e assim ativam proteinas como a IRS, e
iniciam uma sinalizagdo em cascata por meio da PI3K. Esta sinalizacdo gerada converge
para a mTOR“?. Esta convergéncia pode também requerer a ativacio da PKCS, que ¢ uma
proteina pouco conhecida, que esta associada a mTOR e parece ter, entre outras, a funcao
de fosforilar a 4E-BP1??.

A 4E-BP1 ¢ uma proteina que faz parte de uma familia de inibidores que regula o
complexo elF4F. As 4E-BPs competem com a elF4G para se ligar a elF4E, e ¢ capaz de
seqliestrar a elF4E formando um complexo inativo. A ligacdo da 4E-BP1 a eIF4E ¢
regulada pela fosforilacdo da primeira, sendo que quanto maior a fosforilagdo da 4E-BP1,
menor ¢ sua afinidade pela e[F4E@Y.

A elF4E faz parte de um grupo de proteinas denominado elF4F. Em resumo, este
complexo elF4F ¢ responsavel basicamente por identificar, desdobrar e guiar o m-RNA ao
complexo de pré-iniciacio 43S%Y. Vale destacar que o fator de iniciacio 43S é formado na
juncao da subunidade ribossomal 40S com o metionil-tRNA, e esta reacdo ¢ mediada pelo
fator 2 de iniciagdo eucaridtica (elF2) e ¢ regulada pela atividade de outro fator de
iniciagdo, 0 eIF2B“®”. O m-RNA ligado ao 43S ribossomal ¢é entio traduzido, concluindo o
processo de sintese de um determinado peptideo.

Estudiosos apontam que o processo de tradugdo ndo necessariamente segue 0s

mesmos pontos sinalizadores. Atualmente as pesquisas mostram que enquanto hormonios

como a insulina e a IGF1 dependem da cascata de sinalizadores da PI3K para estimular a
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mTOR, os aminoacidos podem ativa-la diretamente. Além disso, quando a mTOR ¢
estimulada pelos hormoénios insulina e IGF1, ela inibi a acdo da 4E-BP1, ja no caso de
estimulagdo pelos aminoacidos, ela ativa a P70S6K 9.

Interessante notar que, embora utilizem caminhos diferentes, os estimulos da
insulina, IGF1 e aminoacido parecem convergir para a mTOR. Entao a mTOR parece ter
uma funcdo central na integracdo de uma variedade de sinais de crescimento, desde
estimulo nutricional simples, a ativacao por fatores de crescimento protéico, resultando em

sintese de proteinas(26).

Degradacao Protéica

O processo de degradagdo protéica rompe as proteinas em sua unidade funcional, os
aminodcidos. Este processo pode ser realizado de forma nao lisossomal ou lisossomal, e
este ocorre por meio de enzimas hidroliticas, incluindo algumas proteinases e peptidases.
Estas enzimas sdo oriundas dos lisossomos, que podem engolfar e digerir estruturas
intracelulares, mas também existem sob forma solavel®”.

O catabolismo dos aminoécidos ocorre principalmente com o objetivo de produzir
intermediarios do ciclo do 4cido tricarboxilico (piruvato, a cetoglutarato, succinilcoenzima
A, fumarato, acetoacetil-coenzima A, oxalacetato e acetil-coenzima A)(27), ajudando a
suprir a demanda de energia corporal, que pode estar em déficit pela produgdo insuficiente
de energia por meio de outros substratos (acidos graxos e glicose).

O primeiro passo no catabolismo de todos os aminodcidos envolve a remocao do
grupo alfa-amino. Uma vez removido, este nitrogénio pode ser incorporado em outros

compostos ou excretado.
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A transferéncia do grupo alfa-amino ao alfa-cetoglutarato, ¢ uma processo
denominado de transaminagdo, e¢ seus produtos sdo alfa-cetodcido e glutamato. Esse
glutamato produzido pode ser oxidativamente desaminado ou ser utilizado como um doador
de grupo amino na sintese de aminoacidos nao-indispensaveis. Ja o esqueleto de carbono
(alfa-cetoacido) converge para formar a algum dos intermediarios do ciclo &cido
tricarboxilico ja citados"”.

Ao contrario das reagdes de transaminagdo, que transferem grupos aminos, a

desaminacao oxidativa resulta na liberagdo do grupo amino como amonia, que ¢

o~

transportada at¢ o figado (ou como amoénia livre ou como grupo amino), onde
transformada em uréia e esta, por sua vez, ¢ difundida através da corrente sanguinea até os
rins onde & filtrada e eliminada na urina"”.

A uréia ¢ a principal forma de eliminagdo dos grupos amino derivados do

catabolismo dos aminodcidos e responde por mais de 90% dos componentes nitrogenados

da urina.

Turnover Protéico

Nao existe nenhum “reservatorio” corporal de proteinas, pois todas contribuem para
as estruturas teciduais ou existem como componentes importantes dos sistemas
metabolicos, de transporte ¢ hormonal®®.

A maioria das proteinas corporais estd constantemente sendo sintetizada e a seguir
degradada. Nos adultos saudaveis, a quantidade total de proteinas no corpo permanece
constante, porque a velocidade de sintese protéica € apenas suficiente para repor a proteina

degradada. Este fendmeno ¢ denominado de turnover de proteina'”.
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O turnover protéico € necessario para manter o pool metabolico de aminoacidos e a
capacidade de satisfazer a demanda de aminoacidos de células e tecidos do organismo,
quando esses sao estimulados a sintetizar novas proteinas para uma determinada funcao.

O pool metabdlico ¢ constituido por aqueles aminoacidos liberados pela hidrolise de
proteinas da dieta ou teciduais misturados a outros aminoacidos livres distribuidos pelo
corpo. O pool de aminoacidos contém cerca de 100g de aminoacidos, e € pequeno em
relagdo a quantidade de proteinas corporais (10 a 12 Kg em um homem de 70Kg)(17).

O catabolismo de aminoacidos ¢ parte do processo maior do metabolismo corporal
global do nitrogénio. O nitrogénio entra no corpo em uma série de compostos presentes no
alimento, sendo os mais importantes os aminoacidos contidos nas proteinas da dieta. O
nitrogénio deixa o corpo em forma de uréia, amonia e outros produtos derivados do
metabolismo dos aminoacidos''”.

Existem determinadas condi¢des em que podem ocorrer um desequilibrio no
turnover protéico. Na condigdo de balango nitrogenado negativo, a quantidade de
nitrogénio ingerido ¢ menor do que aquela excretada. O contrario acontece na condi¢ao de
balanco nitrogenado positivo, onde a quantidade de nitrogénio ingerido ¢ maior comparada
a quantidade excretada™.

A atividade fisica, por exemplo, ¢ um importante fator que também ¢ capaz de
perturbar o equilibrio entre as reagdes anabolicas e catabolicas. O exercicio induz
mudangas tanto na concentracdo de aminodcidos livres (pool) como no metabolismo
protéico, e essas respostas t€ém se mostrado ser ambas agudas e em longo prazo, desde
vérios minutos, ou tio longo como varios dias®.

Assim, quando o corpo necessita de aminoacidos, como substrato energético,

plastico, ou sistémico, os mesmo sdo subtraidos do plasma sanguineo, do tecido visceral ou

19



do tecido muscular que sdo as principais fontes de proteina corporal. Os aminoacidos
provenientes da hidrolise protéica destes tecidos convergem para o pool metabolico, e a
partir de entdo ficam disponiveis as necessidades corporais. Da mesma forma, quando
qualquer aminoacido ¢ ingerido além da necessidade, ndo havendo “reservatorio”, ele €

entdo, imediatamente descartado ®),

O Papel do IGF1

As concentragdes de GH (Growth hormone), IGF1 (Insulin-like growth factor 1),
testosterona, cortisol e insulina séricos podem ser influenciadas por dieta e exercicio™.
Certas combinacdes de nutrientes, como proteina combinado com carboidrato (proporc¢ao
de 1/3,4, por exemplo G0y, podem ser utilizadas para alterar a disponibilidade de nutrientes
e hormoénios a fim de aumentar o balango protéico muscular. O exercicio também pode
modificar os niveis plasmaticos de substratos € hormonios, bem como induzir a sinalizacao
de caminhos moleculares especificos que contribuiriam com a regulagdo do balanco
metabolico nesses tecidos @),

O IGF1 ¢ um peptideo com 70 aminoacidos " classificado como um horménio
anabolico, que estimula o crescimento em quase todos os tecidos, e ¢ provavelmente
responsavel por muitos dos efeitos do GH. O IGF1 ¢ primariamente produzido no figado,
mas também em outros tecidos, como por exemplo, o misculo esquelético, sob estimulo do
GH®?.

Estudos apontam basicamente trés formas de atuacao do IGF1 que favorecem a
hipertrofia no musculo esquelético. A primeira ¢ que o IGF1, assim como a insulina, atua
diretamente sobre as células endoteliais das artérias, as quais possuem receptores

(32)

especificos para estes dois horménios™~”, e estimula o transporte de glicose e aminoacido,
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através das paredes vasculares, para dentro do tecido™

, € a presen¢a destes nutrientes
incita um balango protéico positivo e ativacao da sintese protéica.

A segunda forma de acdo anabdlica do IGF1 pode ser explicada pela sinalizacao
molecular, iniciada por um receptor tirosino kinase, ativado quando ligado ao IGF1, e
transmitida por meio de cascata de eventos intracelulares envolvendo fosforilagdo de varias
proteinas reguladoras, incluindo alguns fatores de trasncri¢gdo e marcadores de traducao,
iniciando um aumento geral na sintese protéica(3 ,

Pesquisas apontam que os mecanismos pelos quais a insulina e IGF1 influenciam o
metabolismo protéico diferem, sendo que a insulina tem maior efeito em inibir a proteodlise,
enquanto que o IGF1 estimula de forma mais eficaz a sintese protéica(3 2,

A terceira forma € a hipotese de que a IGF1 contribuir para a resposta hipertrofica,
possivelmente via mobilizagdo das células satélites e fusdo destas com as miofibras,
aumentando o numero de mionucleos ¢ do conteudo total de DNA, favorecendo o

crescimento da fibra muscular *.

Proteinas e Atividade Fisica

Apesar da quantidade e propor¢do de proteina a ser ingerida por um individuo ser

uma questdo dificil, ha um consenso de que o exercicio fisico, em geral, requer um aporte

, . . S 35
protéico maior do que aquele recomendado para pessoas sedentarias®”, sendo

recomendado 1,6 a 1,7g.Kg'1.dia'1 para praticantes de exercicio de forca e 1,2 a 1,4g.Kg

g 1 : . 2
.dia™' para praticantes de exercicio de endurance .

(36)

De acordo com a Diretriz da Sociedade Brasileira de Medicina do Esporte a

recomendacdo aumentada de proteinas para desportista e atletas ¢ devido ao fato de que os
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aminoacidos t€ém uma participacao no fornecimento de energia durante a atividade fisica e
sdao também necessarios no periodo de recuperagao.

Embora as proteinas ndo sejam utilizadas de maneira tdo expressiva quanto os
carboidratos e os lipidios como substrato energético, elas contribuem com cerca de 5 a 10%
das necessidades energéticas, além de responderem pelo suprimento adequado de
aminoacidos indispensaveis que garantem o crescimento, desenvolvimento e reconstitui¢ao
tecidual®”.

O exercicio fisico promove alteragdes importantes no metabolismo protéico, que
podem resultar em respostas anabodlicas ou catabodlicas, dependendo tanto da intensidade,
duragdo, e freqliéncia do exercicio, como também da ingestdo alimentar, especialmente
qualidade da dieta consumida®.

O exercicio fisico, se considerado como tUnica varidvel, parece influenciar o
comportamento metabdlico estimulando em diferentes niveis a ativacdo dos neurdnios
motores que suprem os diferentes tipos de fibras (tipo I, Ila e IIb) durante a atividade,
determinando a ordem e o grau em que as fibras sdo recrutadas, e estas, por sua vez,
produzem a resposta metabolica a determinado tipo de exercicio'”.

Particularmente o treinamento de endurance, se repetido varias vezes por semana e
por periodos relativamente longos, ¢ capaz melhorar a resposta metabdlica ao exercicio por
meio de adaptacdes que melhoram significativamente as capacidades funcionais do
musculo, tais como: hipertrofia seletiva das fibras do tipo I, aumento da quantidade de
capilares sanguineos por fibra muscular, do contetido de mioglobina, da capacidade das
mitocondrias de gerar ATP através da fosforilagdo oxidativa, do tamanho e da quantidade
de mitocondrias, da capacidade de oxidagdo dos lipidios e dos carboidratos e da capacidade

de resisténcia®”.
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A busca por proteinas enquanto suplemento alimentar pelos desportistas e atletas ¢
na verdade um meio para se conseguir uma resposta anabodlica frente ao exercicio ¢ a
nutri¢ao, que ¢ de particular interesse de individuos que querem obter beneficios como o
aumento da massa muscular'”, da forca e da resisténcia.

Assim, considerando que a base metabdlica para o crescimento do musculo
esquelético é resultado da relacdo entre a sintese e a quebra protéica muscular'’, percebe-se
que indiretamente, através da ingestdo de suplementos a base de proteina, esses esportistas
esperam conseguir um balango protéico positivo e/ou hipertrofia.

Apesar da crenga de muitos técnicos, treinadores e atletas, consegue-se pouco
beneficio ao ingerir quantidades excessivas de proteinas, ou seja, ingestdo acima de
1,7g.Kg".dia’, conforme o méaximo recomendado. Uma ingestdo superior a trés vezes o
nivel adequado nao consegue aprimorar o fisico e nem a capacidade de trabalho, ao
contréario, todo excesso transforma-se em gorduras® e, além disso, pode oferecer riscos a
saude do esportista como: desequilibrio (situagdo em que uma mudanga nas proporgdes de
aminoacidos de uma dieta ¢ traduzida em redugdo no crescimento de animais
experimentais); antagonismo (quando a ingestdo em excesso de um determinado
aminoacido reduz a utilizagdo de outro aminoacido estruturalmente semelhante); e toxidez
(ocorre em situagdes em que hd ingestdo excessiva de aminoéacidos individuais)®”.

Na verdade, esta bem esclarecido que ¢ possivel conseguir e aperfeigoar os efeitos
desejados com e/ou na atividade fisica associando-a a uma alimenta¢do adequada e com a
utilizacdo de proteinas ou suplementos protéicos, respeitando os limites saudaveis da
ingestdo didria para este macronutriente. Ciente disso, a escolha da proteina a ser utilizada

mostra-se entdo mais importante do que a quantidade extra a ser ingerida, sendo que esta
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escolha deve considerar a qualidade, o tipo e a adequagdao da proteina a determinado

objetivo que se queira alcangar.
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Effect of dietary whey protein hydrolyzed and physical
activity on muscle protein metabolism

Abstract

This study compares the effects of combining the intake of milk whey protein either
intact (I) or hydrolyzed (H), and physical activity on muscle protein synthesis and
degradation in Wistar rats. Protein synthesis and degradation, protein and DNA contents,
and concentration of the serum insulin-like growth factor 1 (IGF1) were determined in six
experimental groups planned according to: type of protein consumed (casein (CAS), whey
protein isolate (IWP) or hydrolyzed whey protein (HWP)) and the status of physical
activity (sedentary (S) and trained (T)). Exercise was programmed for 9 weeks in a
treadmill. Sacrifice followed after 48 hours of recovery from the last training bout and
fasting for the final 12 hours. No significant difference was found between groups in serum
levels of IGF1, protein content or concentration, or even protein degradation. The DNA
contents and concentrations in the gastrocnemius, however, were significantly lower in
both groups that consumed the hydrolyzate, whether sedentary or trained, compared to
those that consumed the whole proteins and were sedentary (DNA concentrations
(ng/100mg): HS: 17.03+3; HT: 17.14£3.7; CS: 22.7£3; IS: 22.6+5, and DNA contents (ug):
HS: 326+55; HT: 310.8+80; CS: 444.3+78; IS: 419.3+67, p<0.05). Protein synthesis in the
gastrocnemius and soleus also proceeded more slowly in the hydrolyzed-trained (HT)
group than in groups CS, IS and HS, but without differing from CT and IT. In conclusion,
muscles of rats consuming hydrolyzed whey protein had a lower demand for myonuclear
DNA and protein synthesis than those consuming the isolate when challenged by physical

training, without affecting the final protein content. This suggests that the dietary
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hydrolyzed whey protein can promote the preservation of gastrocnemius muscle during

endurance exercise.

Keywords: whey protein, hydrolyzed protein, peptides in muscle nutrition, physical

activity, rat diet
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1. Introduction

Hydrolyzed whey proteins have been used as functional ingredients for various food
formulations and yet a number of advantages have been pointed out when used as
components of medical and sport foods'"?.

Cellular proteins of mammals undergo a continuous process of synthesis and
degradation. The balance between these two processes determines the gain or loss of
muscle mass™, while physical activity and nutrition, for instance, are capable of promoting
significant changes in protein metabolism that result in anabolic and catabolic responses'®,
depending on the intensity, duration, and frequency of exercise and the quality and quantity
of the food intake'®.

In order to recover or gain muscle mass, athletes and sportsmen often resort to such
supplements and / or high-quality protein-rich foods, as the milk whey proteins, with the
objective of achieving a positive metabolic protein balance, where protein synthesis would
be greater than degradation®.

The bovine milk whey is a mixture of water soluble proteins that include B-
lactoglobulin,  o-lactalbumin,  immunoglobulins, serum  albumin, lactoferrin,
lactoperoxidase, ceruloplasmin, glycomacropeptide and a variety of growth factors®. The
serum of milk provides a high content of nutritionally indispensable amino acids and
branched-chain amino acids”’, with emphasis on leucine, outstanding for its abundant and
of particular interest in current research on protein metabolism'".

Another advantage of the milk whey proteins is its high speed of digestion and

absorption, especially compared to casein, thus providing a fast and profuse supply of

amino acids and small peptides, which have a significant impact on the turnover of body
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proteins. Because of the positive promoting effect on the metabolic balance some

researchers have classified the milk whey proteins as protein of rapid metabolism ® *,

(19 including that caused by physical exercise.

appropriate for situations of metabolic stress
In addition, a number of health properties have been attributed to milk whey proteins that

would make them ideal as a food or food supplement for individuals suffering from muscle

(D and immune deficiencies, among others"”.

mass loss and muscle dysfunctions

Considering that the milk whey proteins meet high nutritional quality standards and
its healthy properties warrant its recommendation as a food for special dietary uses, our
laboratory has conducted studies comparing the physiological effects produced in the
exercising rat by the hydrolyzed milk whey protein (HWP) and the milk whey protein
isolate (WPI). Pimenta and others®, for example, showed a decreased level of blood
lactate, increased concentration of serum albumin and higher levels of muscle glycogen in
both sedentary and trained rats, which had consumed a hydrolyzed whey protein (7.8%
degree of hydrolysis) for several weeks and were brought to exhaustion, as compared to
those that consumed the unhydrolyzed milk whey protein, thus suggesting that the partly
hydrolyzed milk whey protein offer an advantage over the WPI when used in animals
undergoing physical activity.

This study was aimed at comparing the effects produced by a dietary whey protein
isolate, against a whey protein hydrolyzate, on several muscular protein metabolic
parameters in the rat that included: concentration and total protein content, DNA
(deoxyribonucleic acid) content, protein synthesis and degradation, and the concentration of

serum IGF1. These parameters were assessed for the two types of protein in association

with the state of physical activity, using six groups of rats in a 2x3 array.
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2. Material and Methods

2.1 — Biological assay

Seventy-two male Wistar rats (specific-pathogen free, 21 days old), bred at the
Multidisciplinary Center for Biological Research, University of Campinas, SP, Brazil, were
housed (approx 22 °C, 55% RH, inverted 12-hour light cycle) in individual growth cages
and supplied with free access to commercial chow (Labina, Purina, Brazil) and water at all
times, until they completed six weeks of life. At 42 days and still consuming the
commercial chow, the rats were tested for their running aptitude in order to exclude those
that did not passed the initial steps of the protocol. The selected animals were then
segregated into six groups according to diet and physical activity (Figure 1). The research

methodology was approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation (CEEA /

UNICAMP, protocol 1340-1).

T2 rats

'

Il

v

24 rats consuming

Casein {CAS)

24 rats consuming

Isolated Whey Protein (IWP)

24 ratos consuming
Hydrolyzed Whey Protein {HWP)

i_l—i

+_I—+

i—l—i'

Sedentary Trained
C3 cT

IS

Sedentary Trained

IT

Sedentary Trained
HS HT

Figura 1 - Segregation of animals by type of diet and physical activity.

CS: casein diet and sedentary, CT: casein diet and trained, IS: IWP diet and sedentary, IT: IWP diet and

trained, HS: HWP diet and sedentary, and HT: HWP diet and trained.
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2.2 — Experimental diets

The experimental diets were isonitrogenous (approximately 12% protein, dry basis),
isolipidic and isocaloric (about 300 kcal/100 g) and formulated following the
recommendations of the American Institute of Nutrition AIN93-M diet'? (Table 1). The
three diets differed among themselves with respect to the nature of the protein source,
considering that in one case the whey protein was prehydrolyzed (HWP) and in the other,
the protein was not (IWP). The standard reference protein was casein (CAS). The
prehydrolyzed whey protein exhibited a degree of hydrolysis of approximately 12.5%. Both

the whey proteins, IWP and HWP, were donated by Hilmar Ingredients (Dalhart, CA,

USA).

Table 1- Formulation of the three experimental diets (g/100g) fed
during 9 weeks of training.

Diets

Ingredients CAS WP HWP
Protein 14.70 12.74 15.13
Corn starch 46.11 47.39 45.84
Dextrinized starch 15.35 15.77 15.26
Sucrose 9.90 10.17 9.84
Soybean oil 4.00 4.00 4.00
Fiber (microcryst. cellulose) 5.00 5.00 5.00
Mineral mixture AIN 93 M* 3.50 3.50 3.50
Vitamin mixture AIN 93 M" 1.00 1.00 1.00
L-cystine 0.18 0.18 0.18
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25
tert-butylhydroquinone (mg/100g) 0.8 0.8 0.8
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2.3 — Training Protocol

The animals began training on the day they started to consume the experimental
diets. The performance test (Figure 2) was used as a criterion for the selection of rats fit to
exercise. In this test, the speed was increased as time elapsed and was not considered fit the

rat that stood for 30 seconds without departing from the base of the treadmill.

Speed 121314 15 16 17 18 19 20 22 24 26 (26 +3)(26 +6) ...
(m/min) | I I S

| | | |
: | | | | | | | | | | | | | | v
(Tr::?ne) 0 246 8 10 1214 16 18 21 24(24+2) (24 + 4) ...

Figure 2 - Time and speed table for training and physical performance.

Training in the treadmill followed the protocol of progressive speeds and times of
Table 2 (protocol of Holh"?). The training and feeding of the experimental diets lasted for
9 weeks. The sedentary rats were also subjected to a minimum of physical activity, running

at the speed of 15 m/min for10 minutes, 3 times a week.
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Table 2 - Weekly training protocol

Week Speed (m/min) Time (min) N“msl;:sri(‘)’lflfaﬂy Ib‘gf‘;zzllf
sessions (h)
1 15 20 1 _
2 20 30 1 ;
3 225 45 1 ;
4 25 60 1 -
5 25 60 1 ;
6 25 60 1 ;
7 25 60 1 _
8 25 60 1 ;
9 25 60 2 4

2.4 — Sample collection for analysis

In order to minimize the consequences of both acute and chronic stress due to either
training or diet, the animals were sacrificed following a 48-hour period of recovery, of
which, the last 12 hours were of fasting. The animals were sedated with xylazine
hydrochloride (8mg/kg weight) and anesthetized with ketamine hydrochloride (80mg/kg
weight) in order to remove all the blood by cardiac puncture and organs. After sacrifice, the
blood was immediately collected in plain test tubes, centrifuged, and the serum stored at
—20 °C for the determination of serum IGF1. The gastrocnémius and soleus muscles, which
were intended for the analysis of protein synthesis and degradation, were dissected,
weighed and placed in a Krebs-Hanseleit (KHB) bicarbonate solution. The muscle tissues
collected to protein analysis, were stored in liquid nitrogen until the time of analysis. The
gastrocnemius and soleus muscles were chosen for the analysis of protein synthesis and

degradation because of their proportions and types of fibers. While the gastrocnemius
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contains white fibers slightly larger than the red, the soleus has a high content (> 70%) of

red fibers?,

2.5 — Determination of IGF1

The levels of serum IGF1 were determined by radioimmunoassay using the
Lincoplex kit for rat/mouse IGF1 (cat No RMIGF1 87k), from Lincis ® Research Inc.,
according to the manufacturer's recommended procedure, in cooperation with the Genesis

and Diagnostic Products Ltda (Sao Paulo, Brazil).

2.6 — Muscle protein synthesis

The gastrocnemius and soleus muscles placed in bicarbonate KHB (110 mM NaCl,
25 mM NaHCOs, 3.4 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO4 and 1 mM KHP,O4, pH 7.4,
supplemented with 5.5 mM glucose and 0.01% (w/v) of albumin). The muscles were pre-
incubated for 30 minutes at 37 °C with continuous oxygenation (95% O, and 5% CQO,), as
described by Vary and others"”. Next, a new solution KHB supplemented with L-
5uCi[3H]-phenylalanine/mL was added for other 2 hours. At the end of incubation, the
tissues were homogenized in 10% of trichloroacetic acid (TCA, 1:3 w/v), centrifuged to
10,000 x g for 15 minutes at 4 °C, the resulting granules were suspended in 1 M NaOH and
incubated 40 °C for 30 minutes. Samples of this mixture were used to measure the total
protein content and the radioactivity of B-emission on a scintillating counter.

The pattern of protein synthesis was calculated from the amount of radioactivity
incorporated from phenylalanine during the two hours of incubation, and was expressed in

nanomoles of [*H]-phenylalanine, per microgram of muscle protein.
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2.7 — Muscle protein degradation

The gastrocnemius and soleus muscles were placed in RPMI 1640 medium (Sigma-
Aldrich, USA) and then pre-incubated for 30 minutes at 37 °C, with continuous
oxygenation (95% Oy; 5% CQO,), as described by Vary and others''. After this step, the
tissues were placed in KHB buffer, supplemented with cicloheximide (130 pg/mL),
followed by another 2 hours of incubation. At the end of this period, the tissues were
drained, weighed and frozen in liquid nitrogen. The pattern of degradation was established
by fluorimetry analysis, in terms of nanomoles of tyrosine released per microgram of

muscle protein/h, as described by Waalkes & Udenfriend"®.

2.8 — Determining total muscle protein

Tissue samples weighing ~50 mg were submitted to protein extraction, in 250 pL
solution of IN HCLO4 at 110 °C for 30 minutes. Then the solution was centrifuged at 1006
x g for 30 minutes. The protein analysis was performed in accordance with the method of
Lowry and others'”. We used 10 pL of the supernatant from extraction, adding 1 mL of
distilled water and 0.9 mL of solution A (0.4 g of Na and K tartrate, 20 g of sodium
carbonate, 1 g NaOH and 200 mL distilled water), followed by incubation in a water bath
(50 °C) for 10 minutes. After this 0.1 mL of solution B (0.4 g of Na and K tartrate, 200 mL
of distilled water, 0.2 g of CuSO4.5H20, 0.08 g NaOH) was added to the system and
allowed to stand at room temperature for 10 minutes. Next, 3 mL of solution C (10 mL of
reactive Folin Ciocalteau and 140 mL of distilled water) were added and the mixture placed
in a 50 °C water bath for 10 minutes. Then, the solution was allowed to cool to room

temperature and held for reading in a spectrophotometer, set at 650 nm.
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2.9 — Determination of DNA muscle

Muscle samples (~50 mg) were submitted to protein extraction, in 250 puL of 1M
HCI1O4 solution at 110 °C for 30 minutes. Then the solution was centrifuged at 1006 x g for
30 minutes. The analysis of the content of DNA was carried out in accordance with the
method of Giles & Myers""®. We used 0.5 mL of extract, adding 500 uL of 1M HCIO, and
1.0 mL of solution of diphenylamine. The solution was vortex stirred, and transferred to a
water bath (30 °C) for 12 hours. After cooling to room temperature the reaction mixtures

were read in the spectrophotometer set at 595 nm.

2.10 — Statistical analysis

The results were subjected to statistical analysis using the software SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), version 16.0. The data were tested for normality
(Kolmogorov-Smirnov test) and homogeneity, both available in the software. For the
parametric data, univariate analysis of variance (ANOVA) was used, and means were
compared (Tukey test), accepting the criterion of P < 0.05 for statistical significance. When
the data did not follow a normal distribution, the non-parametric Kruskal-Wallis test was

used, adopting the criterion of P < 0.053 for statistical significance.

3. Results and discussion

At the end of the experiment, the rats were 113 days old and had completed 9 weeks
of training and consumption of the experimental diets. Age is an important parameter for
metabolic studies and in particular for the metabolism of proteins. In the normal Wistar

male rat, both DNA and protein increase in skeletal muscle, between 4 and 44 days after
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birth due to the intense protein synthesis necessary for muscle mass accretion'”. From
there on, the contents of DNA may remain high and constant until about day 95, while
protein continues to rise till day 140. Thus, treatment with different dietary proteins in
combination with training could affect muscle composition by changing the contents of
DNA and protein.

The results showed no statistic differences in protein content among treatments CS,
IS, HS, CT, IT and HT, regarding the two different representative muscles tested, soleus
and gastrocnemius (Table 3), thus signifying that neither protein concentration, total muscle
protein, nor the weight-normalized total muscle protein were affected by either physical
activity or the form in which the dietary protein was administered in this experiment. The
weights of the gastrocnemius and soleus muscles also did not differ between groups
(Chapter 3 of this Dissertation). An earlier study by Pimenta and others?, evaluated young
rats that ingested a diet containing 12% protein from either whey isolate or whey protein
hydrolyzate (with a degree of hydrolysis of about 8%) for 2 weeks, while being subjected to
physical activity. The authors found no significant changes in muscle protein content in
response to the different treatments. Ramos®” also evaluated the effect of milk whey
protein concentrate and its hydrolyzate (degree of hydrolysis ~31%) fed to rats and did not
detect any significant differences with regard to muscle protein between the experimental
and control groups. These results, as a whole and in spite of the variation, suggest that the
milk whey protein, whether intact or hydrolyzed to a medium or high extent, and regardless
of any association with physical activity of endurance, does not result in an increase of the

content of muscle protein.
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Tabela 3 - Protein and DNA of gastrocnemius and protein of soleus muscles, for the six
groups of rats after 48 hours of recovery from training and 12 hours fasting.

Groups of rats, according to both diet and level of activity

CS IS HS CT IT HT
Gastrocnemius
Muscle protein 12 11 11 12 11 11
(mg/100mg) +2 +3 +2 +2 +1.9 + 1
Total protein content 230 207 207 234 219 207
(mg) + 44 +58 +43 +39 + 38 +27
*Total protein 0.55 0.53 0.51 0.63 0.58 0.55
content (mg/kg) +0.1 +0.14  +008 +£012  +0.85  +0.05
DNA in muscle 23° 23° 17° 22° 21% 17°
(ng/100mg) +3 +5 +2.8 + ] +3 +3.2
Total content of DNA 444" 419 326" 427 406 311°
(ng) +78 + 67 +55 +25 + 67 + 80
Soleus
Muscle protein 12 12 13 12 12 12
(mg/100mg) +3 +2 + 4 +1 +3 +2
Total content of 20 17 20 17 16 16
protein (mg) +7 +5 +8 +4 +6 +4
*Total protein 0.05 0.04 0.05 0.05 0.04 0.04
content (mg/kg) +001 +001  +£001  £0.01 +001  +0.00

* Total protein content in relation to body weight.

The values represent means + SD. For the statistical analysis of the gastrocnemius data one-way ANOVA and
Tukey test were used, considering the standard criterion of significance P < 0.05. For the soleus data the
Kruskal-Wallis test, with significance set at P < 0.05 was used. Abbreviations: CS, control diet and sedentary;
IS, diet with milk whey protein isolate and sedentary; HS, diet with hydrolyzed whey protein and sedentary,
CT, control diet and trained, IT, diet with protein isolate and trained; HT, diet with hydrolyzed whey protein
and trained. Means with different superscript letters along horizontal lines are different.

The analyses showed that feeding the hydrolyzed whey protein resulted in considerably
lower concentrations and total contents of DNA in the gastrocnemius as opposed to feeding
the unhydrolyzed proteins, regardless of whether the animals were sedentary or exercised

(groups HS and HT; Table 3), which is to say that the groups consuming the whole proteins
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(whey and casein) did not show the lowered DNA contents of the gastrocnemius with
physical activity. Therefore, it seems that the difference in DNA content and DNA
concentration observed between IS and HS was minimized with training, leading to no

difference between IT and HT.

It can be said that consumption of the hydrolyzate rather than the casein decreased
significantly the total content of DNA, independent of the physical activity (either HS or
HT < either CS or CT; highest value of p = 0.05), suggesting that some compositional
difference between the two sources of protein conferred the muscle the ability to normally
operate with a smaller amount of DNA material when the hydrolyzate was fed to the rat.
Taking indo account that the DNA levels resulting from either casein or the isolate were
indistinguishable from each other, the difference then can be understood as originating
from peptides generated during the hydrolysis process of the whey protein.

The fact that the muscle protein content did not differ among the groups while the
content of DNA was consistently lower in the rats consuming the HWP than in those
consuming the whole proteins, does not necessarily mean that the HWP was detrimental to
the muscle, but rather the opposite, suggesting that consumption of the hydrolyzate was at
least as adequate as the whole proteins to guarantee the necessary muscle protein required
by both the sedentary and the exercised animals throughout training and along the initial
period of recovery.

Investigations involving physical activity and WP in the hydrolyzed form have
shown that the protein hydrolyzate effectively increased the liver and muscle glycogen

@, 21, 22)

stores , compared to the unhydrolyzed WP. Another study shows also that the WP

promotes lipolysis, especially during prolonged exercise™. Thus, encouraging the use of
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carbohydrate and fat as energy substrates, the consumption of the WP could be useful to
preserve the muscle protein®”. By minimizing the fall protein for energy purposes, the
demand for the biosynthesis of new proteins will be lower, and thus, indirectly result in a
reduction or alleviation of the need to increase the cellular DNA.

Generally, the content of DNA present in myonuclei at a given moment is only
required for the maintenance of muscle fiber, while protein production is limited by the
number of cores in the fiber'*”. Thus, if there is an increase in demand for protein, the DNA
content should also increase accordingly.

From the results of protein synthesis, measured by the incorporation of [*H]-Phe in
both the gastrocnemius and the soleus muscles (Figures 3A, 3B), it was surprising to
observe large variations occurring particularly among the animals fed the casein. Despite
such large dispersion of most of the data for the gastrocnemius (Figure 3A), it was possible
to assert that the trained group that consumed the hydrolyzate, HT, incorporated
significantly lower amounts of radioactive phenylalanine than those of sedentary groups
(CS, IS and HS, highest p = 0.052), regardless of the type of protein in the diet. Since the
rate of protein synthesis in group HS was significantly higher than that of HT, it can also be
seen that consumption of the HWP alone would not be sufficient to guarantee the lower
protein synthesis in this muscle. Why was then the rate of synthesis much lower in group
HT? Considering that the gastrocnemius fibers of all groups had equivalent amounts of
protein, it was interesting to realize that group HT had also the lowest amount of DNA. The
rate of protein synthesis for the HT was also consistent with the lowest content of DNA
found in this group. It is important to mention that the difference in protein synthesis

between groups HT and CT was considered as marginally significant (p = 0.057).
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With regard to the sedentary groups, the pattern of protein synthesis did not follow
those for the DNA content. While group HS had a smaller content of DNA, groups CS and
IS exhibited rates of protein synthesis that did not differ from that of HS. This lack of
correlation could only be explained taking into consideration at least two conditionants, one
being the relative greater ease with which muscle protein can be used as a source of energy
in favor of the other two sources, when the body is adapted to the sedentary state"'?.
Secondly, the DNA content is known to change only in the long term, being stable to short
term physiological or prandial states®. Protein synthesis and degradation, on the other
hand, can vary acutely in response to these factors. Thus, after 12 hours of fasting, the
gastrocnemius of those animals in group HS apparently needed to replace stores of muscle
mass as much as those in cohorts CS and IS.

In the soleus muscle (Figure 3B) we found that the average rate of protein synthesis
of the trained groups was substantially lower than that of the sedentary. In spite of this, the
rate for the sedentary group fed the isolate (IS) did not differ from that of the trained group
(IT). This was believed to be because of the larger variation of individual responses among
the sedentary, thus appearing as though the training did not affect protein synthesis in those
animals consuming the IWP. These results, therefore suggest that, firstly, consumption of
HWP, in combination with physical activity, resulted in low rates of protein synthesis in the
soleus, just as occurred with the gastrocnemius and, secondly, that the HWP, just like the
dietary whole proteins, also promoted the resynthesis of muscle proteins in the sedentary
state in order to maintain their levels constant.

Overall, physical activity seems to have had a greater influence on protein synthesis
in soleus than the dietary protein, regardless of being hydrolysed or intact. The synthesis

profile observed in the soleus kept certain similarities with that observed in the
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gastrocnemius, the major difference between the two muscles being among the trained

groups.
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Figure 3- Effect of diets containing either whey protein isolate (WPI) or hydrolyzed
whey protein (HWP) on protein synthesis in the gastrocnemius muscle (A), and the

soleus muscle (B) of sedentary and trained rats. The analysis was performed as described in
Methods for protein synthesis, and expressed the incorporation of phenylalanine in nmol/g protein of muscle
per hour. CS, sedentary control with casein; IS, diet with WPI and sedentary; HS, diet with HWP and
sedentary; CT, control diet and trained; IT, diet with IWP and trained; and HT, diet with HWP and trained.
The data for the six groups correspond to mean of 12 determinations + SD. The non-parametric Kruskal-
Wallis, with significance of p < 0.053 in A, and p < 0.050 in B.

The better defined pattern (more coherent responses among the trained groups) seen
in Figure 3B was consistent with the notion that the predominant type of muscle fibers in
the soleus is type-I (> 70% of the fibers)"” and that running depends to a greater extent on

these fibers against the type-II fibers, which predominate (~60%) in the gastrocnemius.
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Since type-I fibers are less glucose-dependent than the type-II fibers, it is reasonable to
suppose that the former would have a lower need to replace muscle protein than the type-II
fibers as in the gastrocnemius. Therefore, the HWP seems to have been more effectively
utilized by the gastrocnemius than by the soleus.

Studies have shown that after consumption of the whey proteins, the appearance of
amino acids in plasma is fast, abundant and transient, and this profile is associated with an
increase in protein synthesis®. Moreover, leucine, which is abundant in the whey proteins,
seems to have an anabolic effect by working along the intracellular pathways involved in
stimulating the synthesis of proteins®?’. The present study, however, was unable to detect a
stimulating effect measurable as an increasing in the rate of synthesis.

It is pertinent to clarify that studies evaluating the effect of whey proteins, their
derivatives or whey proteins supplemented with leucine, on protein synthesis deal with the
post-prandial state, which is the period in which the plasma concentration of amino acids is
at its highest. In this study, however, protein synthesis was evaluated after 12 hours of
fasting, so as to minimize the post-prandial effect on the anabolic process.

It is also important to point out that endurance training, besides being associated

) (28)

with the reduction of synthesis®”, is considered to be conducive to protein degradation
For this reason, consumption of the whey proteins for this type o training appears should be
more with objective of preserving rather than increasing muscle protein.

One advantage of the milk whey proteins in physical activity is their high leucine
content, which has a net effect on muscle protein balance because, while endurance
exercise may promote degradation, leucine generally exerts the opposite effect, whether at

29

normal or at increased levels””’. Our results on the release of tyrosine, showing the

degradation in the gastrocnemius, did not detect any significant protein catabolism in the
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muscle (Figure 4). It still should be noted that the tyrosine levels of both groups IT and HT
were substantially lower than those of CT, suggesting that even without statistical
difference (p = 0.058), the mean losses of muscle protein with training were lower in the
animals fed the leucine-rich whey proteins. It should be finally pointed out that the large
variations found in groups IS, HS and CT, may reflect the individual responses to the

prolonged training, followed by fasting.
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Figure 4- Effect of diet with IWP and HWP on protein degradation in gastrocnemius

muscle of sedentary and trained rats. The analysis was performed as described in Materials and
Methods for protein degradation, and expressed the release of tyrosine in nmole/g protein of muscle/hour.
Abbreviations: CS, sedentary control; IS, diet with whey protein isolate (WPI) and sedentary; HS, diet with
hydrolyzed whey protein (HWP) and sedentary; CT, trained control; IT, diet with WPI and trained; and HT,
diet with HWP and trained. The data for the six groups are mean of 12 determinations = SD. We used the
non-parametric Kruskal-Wallis statistical analysis, at the 0.05 level of significance. The value of "p" found
was 0.058.

Comparing the results of protein synthesis with those of degradation, it will be
noticed that every large mean value of synthesis was matched by a large value of

degradation, being consistent with the final constant levels found in the muscle protein.
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Regarding the effect of both diet and physical activity on muscle protein balance,
IGF1 is known to shift protein metabolism in favor of synthesis®”. The serum IGF1 levels

we found showed no statistical difference between any two groups of this study (Figure 5).
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Figure 5- Effect of diet with WPI and HWP on serum levels of IGF1. The analysis was
performed as described in Materials and Methods for IGF1. CS, sedentary control; IS, diet with whey protein
isolate (WPI) and sedentary; HS, diet with hydrolyzed whey protein (HWP) and sedentary; CT, trained
control; IT, diet with WPI and trained; and HT, diet with HWP and trained. The data for the six groups
represent mean of 12 determinations £ SD. We used the one-way ANOVA statistical analysis and Tukey,
with significance < 0.05.

Studies show that the nutrients or diet components may stimulate the release of
hormones such as IGF1 in the long term®", but it also seems that the increase in activity of
this hormone can be elicited by muscular activity, particularly in exercises with
overload®?.

Recent findings suggests that the IGF1 stimulates protein synthesis in the vascular

endothelial tissue, favoring the transport of amino acids and glucose into the myocyte®®”.
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Such anabolic function can be exerted through molecular signaling, which involves the
phosphorylation of several regulatory proteins, including some transcription and translation
factors, and triggers a general increase in protein synthesis”. Moreover, the action could
occur via mobilization of satellite cells and their merging with myofibers, thus increasing
the number of myonuclei and the total contents of DNA, and ultimately favoring the
expansion of the muscle fiber®?.

According to our results, the consumption of either WPI or HWP did not result in
changes in serum IGF1 levels, even when in combination with physical activity. Thus, the
muscle tissue of rats in all groups (CS, IS, HS, CT, IT and HT) remained subject to the
same degree of stimulation by endogenous IGF1. Another point to consider is that a
positive correlation between the content of DNA and IGF1 is most evident when the muscle

(34

is stimulated above its baseline of activity with the objective of increasing protein mass* ",

which was not the case in this study.

4. Conclusions

The response of young adult Wistar rats undergoing endurance training in the
treadmill for nine weeks and consuming prehydrolyzed milk whey proteins (medium
degree of hydrolysis) was compared with cohorts that consumed the intact whey proteins.
The consumption of the hydrolyzate was found to be more efficient in endurance trained
rats than the intact protein in reducing the need for myonuclear DNA and protein synthesis,
without influencing the final protein content, and suggesting that the hydrolyzate can afford
a greater capacity preservation of the gastrocnemius proteins than unhydrolyzed whey

proteins.
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These results were consistent with the finding that protein synthesis and degradation
determinations by the use of phenylalanine incorporation and tyrosine release from the
gastrocnemius were minimal when the diet was prepared with the prehydrolyzed protein
rather than with the intact whey proteins suggesting that the hydrolyzate was conducive to
preserve the muscle fiber. Additionally, a higher rate of protein synthesis by each diet was
matched by a conrrespondingly higher rate of degradation so that neither the muscle protein
nor the levels of IGF1 were significantly altered.

It could be concluded, therefore, that the prehydrolyzed whey proteins have distinct and
possibly advantageous physiologic characteristics from those of the unhydrolyzed milk

whey product when used as a dietary protein for the exercising rat.
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Influéncia da ingestao do hidrolisado protéico do soro do
leite sobre os perfis de aminoacidos séricos de ratos
jovens treinados

Resumo

O presente estudo verificou os efeitos da ingestdo da proteina do soro do leite, intacta e
hidrolisada, em combinacdo com a atividade fisica, no perfil de aminoacidos séricos, de
acordo com o perfil de aminoacidos das dietas, na evolugdo ponderal, e no peso dos
musculos gastrocnémio e séleo. Os ratos foram divididos em 6 grupos de acordo com: a
proteina consumida (12% caseina (CAS), 12% isolado protéico do soro do leite (IPSL) ou
12% hidrolisado protéico do soro do leite (HPSL)), e com um protocolo de atividade fisica
(sedentarios (S) e treinados (T)). Os ratos treinados correram em esteira, durante 9 semanas,
e foram sacrificados ap6s 48 horas de repouso e 12 horas de jejum. As trés dietas utilizadas
apresentaram semelhante conteido de aminoécido total, mas as dietas IPSL e HPSL
destacaram-se apresentando maiores valores absolutos de leucina, isoleucina, lisina,
treonina, cistina, alanina e 4cido aspartico, em relagdo a CAS. No geral, os niveis de
aminodcidos indispensaveis séricos foram semelhantes comparando os IS ¢ HS com os
ratos controles (CS). Entretanto, o grupo HT apresentou os maiores niveis destes
aminoacidos, comparado ao CT. A evolu¢do ponderal foi semelhante para todos os grupos
de ratos até meados da oitava semana de treinamento, mas na nona semana, 0S grupos
treinados apresentaram peso significativamente menor que o CS, e esta caracteristica se
manteve até a data do sacrificio. Nao houve diferenca estatistica ao comparar o peso dos
musculos gastrocnémio e soleo, mas o peso ajustado (peso musculo/peso corporal) do

gastrocnémio foi maior nos grupos HS, CT, IT e HT, comparados ao CS. Concluindo, o
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consumo da PSL, principalmente na sua forma hidrolisada, associado a atividade fisica por
periodo prolongado, pareceu provocar adaptagdes no organismo capazes de modificar o
pool de aminoacidos séricos, especialmente aumentando os niveis dos indispensdveis no
grupo HT. O consumo das proteinas do soro lacteo resultou em menor massa corpdrea dos
animais sedentarios, embora a Unica diferenga significativa tenha sido a registrada entre o
grupo CS e os demais treinados. Na massa do musculo s6leo, nem as dietas e nem o
exercicio tiveram qualquer efeito. Diferente do soleo, no gastrocnémio, ambos, a dieta e o
exercicio mostraram que podem ter influéncia. Além do efeito positivo que a atividade
fisica teve na massa ajustada do gastrocnémio, as proteinas hidrolisadas do soro lacteo,
aumentaram a massa ajustada do gastrocnémio nos sedentarios, com relagdo ao grupo

caseina.

Palavras Chaves: Soro do leite, Aminoacidos séricos, Proteina hidrolisada, Atividade

fisica, Dieta AIN 93.
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1. Introducao

O exercicio fisico e a alimentagdo, considerados juntos ou individualmente, sdo
capazes de alterar as varidveis do metabolismo protéico, promovendo respostas anabolicas
ou catabolicas'”, que podem ser agudas ou em longo prazo, durando desde vérios minutos
até ao longo de varios dias®. Esta alteracio metabolica depende tanto da intensidade,
duragdo, e frequéncia do exercicio, como também da ingestdo alimentar, especialmente da
qualidade da dieta consumida®.

A concentragdo plasmatica de aminodcidos ¢ uma das complexas varidveis do
metabolismo protéico, representando um pool de aminoacidos livres, que, assim como a

maioria dos nutrientes, estd sujeito a homeostase'”

, € pode ser influenciado pelo stress
fisico e a ingestdo protéica. Esta concentracdo de aminoécidos plasmaticos ¢ resultado da
relagdo entre seu perfil ingressante no plasma (soma dos aminoacidos provenientes da
absorcdo intestinal e daqueles liberados dos tecidos), e o perfil de desaparecimento (soma
dos aminoacidos oxidados e incorporados as proteinas, € em menor extensdo, perdas pela
urina)®.

Cada aminoacido em particular pode desempenhar diferentes fungdes no organismo
como: substrato ou sinalizador™ para a sintese protéica, producio de energia e substratos

para a gliconeogénese®

, entre outras. Desta forma, uma determinada proteina ingerida,
dependendo do seu perfil de aminoacidos em particular, pode ter efeito mais marcante

sobre alguns processos do metabolismo protéico, em comparagdo ao de outras proteinas de

diferente composicao.
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Assim, a qualidade de uma proteina pode ser mais importante do que a quantidade a
ser ingerida, sendo que a escolha deve considerar o tipo ¢ a adequagdo da proteina a
determinado objetivo que se queira alcangar.

As proteinas do soro do leite sdo de alta qualidade nutritiva e apresentam quase
todos os aminoacidos indispensaveis em excesso as recomendagdes, destacando o
triptofano, a cisteina, a leucina, a isoleucina e a lisina'”. Dentre estes aminoacidos, a
leucina e a isoleucina sdao apontados por diversas pesquisas por estarem envolvidos na
construgdo de tecido muscular e regeneracdo de trauma mﬁltiplo(s). Além disso,
evidéncias mostram que a proteina do soro do leite também pode alterar a composig¢ao

corporal(9)

e influenciar a ingestdo alimentar mediante o aumento do nivel de aminoacidos
plasmaticos, associado a elevagao da colecistoquinina (CCK) e do glucagon-like peptideo 1
(GLP-1), regulando a saciedade'?.

O objetivo do presente estudo foi verificar o perfil de aminoacidos de dietas com
caseina e proteina do soro do leite e avaliar os efeitos da associagdo entre a ingestao destas
dietas, com a fonte protéica do soro do leite intacta e hidrolisada, em associacao a atividade

fisica, sobre o perfil de aminoacidos plasmatico, a evolucao ponderal € o peso dos musculos

soleo e gastrocnémio.

2. Materiais e métodos

2.1 — Ensaio bioldgico

Setenta e dois ratos machos da linhagem Wistar, (21dias de idade), provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investiga¢do Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de

Campinas, Sao Paulo, Brasil, foram alojados em gaiolas de crescimento (22+2°C, 50-60%
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umidade do ar, ciclo claro 12 h), com dieta comercial (Labina, Purina, Brasil) ad libitum,
até atingirem aproximadamente seis semanas de vida. Aos 42 dias de idade e ainda com a
dieta Labina, os ratos foram avaliados com a finalidade de excluir aqueles sem aptidao
fisica, sendo os selecionados divididos em grupos, de acordo com a dieta e exercicio
(Figura 1). A metodologia da pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica na

Experimentacdo Animal (CEEA/UNICAMP, protocolo 1340-1).

72 ratos

|
v v v

24 ratos consuminda 24 ratos consumindo 24 ratos consuminda
Caseina (CAS) Isolado soro leite (IPSL) Hidrolisado soro leite (HPSL)
12 12 12 12 12 12
Sedentaros Treinados Sedentatios Treinados Sedentatios Treinados
(50 (CT {15 (T (HSh (HT»

Figura 1- Divisao em grupos dos animais por tipo de dieta e atividade fisica.

Grupos: CS: dieta com caseina e sedentarios, CT: dieta com caseina e treinados, IS: dieta com isolado e
sedentario, IT: dieta com isolado e treinado, HS: dieta com hidrolisado e sedentarios, e HT: dieta com
hidrolisado protéico e treinados.

As dietas experimentais foram isoprotéicas (aproximadamente 12% de proteina),
isolipidicas e isoenergéticas (cerca de 300 kcal/100g) e formuladas segundo as
recomendacgdes do American Institute of Nutrition(“), dieta AIN 93-M, para ratos em
manuten¢do (Tabela 1). No total foram trés dietas, diferindo entre si de acordo com a fonte
e grau de hidrdlise: caseina (CAS), isolado protéico do soro do leite (IPSL) e hidrolisado
protéico do soro do leite (HPSL), com grau de hidrélise aproximadamente 12,5%. As
proteinas do soro do leite (PSL), isolada e hidrolisada, foram fornecidas pela Hilmar

Ingredients (CA, EUA), sendo produzidas de forma padronizada pela empresa.
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Tabela 1- Composicio das diferentes dietas experimentais (g/100g)
administrada nas 9 semanas de treinamento.

Dietas
Ingredientes
CAS IPSL HPSL

Proteina 14,70 12,74 15,13
Amido de milho 46,11 47,39 45,84
Amido dextrinizado 15,35 15,77 15,26
Sacarose 9,90 10,17 9,84
Oleo de soja 4,00 4,00 4,00
Fibra 5,00 5,00 5,00
Mistura mineral AIN 93 M* 3,50 3,50 3,50
Mistura vitaminica AIN 93 M® 1,00 1,00 1,00
L-cistina 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25

tert-Butilhidroquinona (mg/100g) 0,8 0,8 0,8

2.2 — Protocolo de Treinamento

O teste de performance (Figura 2) foi utilizado como critério para a selecdo dos
ratos aptos a pratica de exercicios. Nesse teste, a velocidade aumentava conforme o tempo,
sendo considerados aptos os ratos que correram durante mais tempo. O tempo era encerrado

quando o animal demorava 30 segundos sem poder se afastar da parte inicial da esteira.

Velocidade 12 13 14 15 16 17 18 19 20 22 24 26 (26 + 3)(26 +6) ...

mmin) | 1 5
Tempo T T | I I | | | I
(minutos) © 2 4 6 8 10 1214 16 18 21 24 (24 +2) (24 + 4) ...

Figura 2- Teste de performance utilizado para avaliacio da aptidao
para o exercicio.

No dia em que os animais comegaram a consumir as dietas experimentais, foi feita a
divisdo simultinea envolvendo também a atividade fisica, obtendo-se os seis grupos

definidos na Figura 1. Os treinados eram submetidos a um protocolo de treinamento em
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esteira, correndo nas velocidades e tempos progressivos apresentados na Tabela 2. O
periodo de treinamento, nas respectivas dietas foi de 9 semanas. Os ratos sedentarios foram
também submetidos a regime de atividade de manutencao, correndo na velocidade de 15
m/min e tempo fixo de 10 minutos, 3 vezes por semana.

O teste de performance e o treinamento em esteira seguiram o protocolo

desenvolvido por Holh!"?.

Tabela 2— Protocolo de treinamento aplicado aos grupos CT, IT e HT.

Semanas Velocidade (m/min) Tempo (min) segsa(;?azrgigﬁas !:;Z'::;g:::;‘;
12 15 20 1 -
22 20 30 1 -
3 22,5 45 1 -
42 25 60 1 -
52 25 60 1 -
62 25 60 1 -
7° 25 60 1 -
8e 25 60 1 -
92 25 60 2 4

2.3 — Determinacao do perfil de aminoacidos das dietas

Amostras das trés dietas (CAS, IPSL e HPSL) foram submetidas a hidrdlise com
solucao 6N de HCL com fenol, a 110°C, por vinte e quatro horas. A solucao foi colocada
em bomba de vacuo de duplo estagio (Edwards, E2ZMB) para separar o acido da amostra
hidrolisada e fazer a secagem. Foi acrescentado uma solugdo padrao (AAAB a 99% e HCL

0,1 M) a amostra hidrolisada e seca, ¢ homogeneizado.
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Cerca de 5 ml da solugdo homogeneizada foi filtrada em microsseringa com
membrana de 0,22 um, sendo que 1 pL do filtrado foi encaminhado para a secagem. A
secagem foi realizada em uma estacdo de vacuo, em duas etapas iguais que se repetem:
adicionou-se 20 pL de solucdao de re-secagem, agitou-se em vortex por 30 segundos, e
colocava no equipamento de secagem.

ApoOs o processo de secagem, foram adicionados 20 puL de solucdo derivatizante,
homogeinizou-se ¢ ficou em repouso por 20 minutos. Apds o repouso o processo de
secagem era repetido. Logo em seguida foi adicionado 500 pL de diluente, e os tubos foram
colocados em ultrassom por 10 minutos, e continuou-se a homogeneizacdo em vortex por
30 segundos. O conteudo amostral homogeneizado foi centrifugado por 2 minutos a9 x g,
e o sobrenadante foi transferido para o vial de injecdo, para realizagdo das leituras em
conjunto de aparelho HPLC (desgasseificador Spectra System (Thermo Separation
Products), bomba quaternaria Spectra System P4000 (Thermo Separation Products),
valvula de injecdo Rheodyne, Forno Thermasphere TS-130 HPLC (Phenomenex - USA
2000 Torrance, CA.), médulo detecgdo UV (Thermo Separation Products), coluna Luna

C18 100 A 5u, 250x4.6mm 00G-4252-EQ (Phenomenex - USA Torrance, CA.)).

2.4 — Coleta de amostras

Visando minimizar as conseqiiéncias ou efeitos agudos e ressaltar os efeitos cronicos
do treinamento e da dieta, optou-se por sacrificar os animais apos 48 horas de repouso e 12
horas de jejum. Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (80mg/kg de
peso) e sedados com cloridrato de xilazina (8mg/kg de peso) para retirar todo o sangue por

pungao cardiaca, seguido de retirada dos 6rgaos.
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Apos o sacrificio, o sangue foi imediatamente coletado em tubos de ensaio comuns,
centrifugado, e o soro estocado a temperatura —20°C, para posterior analise do perfil de
aminoacidos. Os musculos sbéleo e gastrocnémico foram dissecados e imediatamente

pesados.

2.5 — Determinacao do perfil de aminoacidos séricos

Amostra de 200 pL do soro dos ratos foi diluida em 50 pL solugdo padrio Bl
(solucao de 0,65g acido a-aminobutirico a 99% e 1L de HCL 0,1M) e 250 uL de metanol a
99%). Apos a solug@o amostral foi centrifugada a 9 x g, por 15 minutos. O sobrenadante foi
filtrado em microsseringa com membrana de 0,22 pm, sendo que 40 uL do filtrado foi
levado a secura. A secagem foi realizada em uma estacdo de vacuo, em duas etapas iguais
que se repetem: adicionou-se 20 uL de solug¢ao de re-secagem, agitou-se em vortex por 15
segundos, e colocava no equipamento de secagem. Apos este processo, foram adicionados
20 pL de solugdo derivatizante e agitada. Apos o repouso de 20 minutos, o processo de
secagem foi repetido. Logo em seguida, foram adicionados 500 pL de diluente e os tubos
colocados em ultrassom por 10 minutos, seguidos de nova homogeinizagdo em vortex por
30 segundos. O conteudo amostral homogeneizado foi centrifugado por 2 minutos a9 x g, e
o sobrenadante transferido para o vial de injecdo para realizagdo das leituras em conjunto
de aparelho HPLC (desgasseificador Spectra System (Thermo Separation Products), bomba
quaternaria Spectra System P4000 (Thermo Separation Products), valvula de injecdo
Rheodyne, Forno Thermasphere TS-130 HPLC (Phenomenex - USA Torrance, CA.),
deteccdio UV, Spectra UV 2000 (Thermo Separation Products), coluna Luna C18 100 A 5u,

250x4.6mm 00G-4252-EQ (Phenomenex - USA Torrance, CA.)).
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2.6 — Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise estatistica usando o Software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 16.0. Os dados foram testados quanto a
normalidade (teste Kolmogorov-Smirnov), e homogeneidade disponiveis no SPSS 16.0.
Para os dados considerados paramétricos e homogéneos, foi utilizado o teste de variancia
univariada (ANOVA) e confronto de médias (teste de Tukey), considerando o valor de p <
0,05 como critério de significancia estatistica. Para os dados paramétricos nao homogéneos
foi utilizado Tamhane’s T2, com significancia p < 0,05. Para os dados nao-paramétricos, foi

utilizado o teste Kruskal-Wallis, com significancia estatistica para p < 0,05.

3. Resultados e discussoes

3.1 — Perfis de aminoacidos das dietas experimentais

As trés dietas utilizadas apresentaram semelhante conteido de aminodcido total,
mas houve varias diferencas quanto a composicdo de aminoacidos, principalmente ao
comparar a dieta CAS com as dietas que utilizaram a proteina do soro do leite (IPSL e
HPSL) (Tabela 3). Embora esses dados nao tenham sido processados estatisticamente, a
apreciacao da magnitude dos valores absolutos mostra que os aminodcidos indispensaveis
fenilalanina e histidina estdo em menor quantidade no HPSL e IPSL do que na CAS. O
contrario acontece com os aminoacidos de cadeia ramificada leucina e isoleucina,

confirmando os resultados de Pacheco e outros® e Boirie e outros"”

, mas para a valina nao
houve diferenca expressiva entre CAS e HPSL, embora o IPSL fosse aproximadamente

15% menor que as demais dietas. A lisina e a treonina estdo em maior quantidade nas

dietas com proteina do soro do leite (IPSL e HPSL). Dos aminoécidos sulfurados houve
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diferenca apenas para cistina, visto que as dietas com proteina do soro do leite
apresentaram contetido em cerca de 60% maior do que a CAS.

Dentre os aminoacidos ndo indispensaveis, destaca-se o elevado conteudo de
alanina e aspartato contido nas dietas com proteina do soro do leite, apresentando mais da

metade daqueles presentes na dieta CAS.

Do ponto de vista aminoacidico, as proteinas do soro apresentam quase todos os
aminoacidos indispensaveis em excesso as recomendagdes, destacando o triptofano, a
leucina, a isoleucina e a lisina”). Ha exce¢do para os aminoacidos aromaticos (fenilalanina
e tirosina) que ndo aparecem em excesso, mas atendem as recomendagdes para todas as
idades .

As peculiaridades encontradas na proteina do soro do leite, em especial a elevada
quantidade de aminodcidos de cadeia ramificada, ¢ uma boa alternativa para atletas,
desportistas ou pessoas com patologia que inicia algum desgaste muscular, visto que varios

estudos apontam vantagens as caracteristicas apresentadas como o aumentado anabolismo

(5, 14) (15)

muscular e preservagao de tecido musculares, principalmente durante o treinamento
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Tabela 3- Composicio aminoacidica das trés dietas
utilizadas (g/100g de matéria seca).

CAS IPSL HPSL
Fenilalanina* 0,4946 0,3440 0,4001

Histidina* 0,3085 0,1602 0,2030
Isoleucina* 0,4685 0,5528 0,5821
Leucina* 1,0042 1,2504 1,225
Lisina* 0,9624 1,1590 1,2020
Metionina* 0,3796 0,3685 0,3562
Treonina* 0,4585 0,6475 0,7499
Triptofano*+ + + +
Valina* 0,6726 0,5740 0,6326
Alanina 0,4140 0,7484 0,7091
Arginina 0,4213 0,2624 0,3084
Aspartato 0,8461 1,2173 1,2712
Cistina 0,1241 0,1989 0,2026
Glutamato 2,9397 2,3447 2,3806
Glicina 0,2603 0,2151 0,3044
Prolina 1,1137 0,6245 0,6920
Serina 0,7317 0,5748 0,7196
Tirosina 0,5277 0,2393 0,2827
Total 12,1274 11,4819 12,2220

* Aminoacidos indispensaveis. + Aminoacido ausente nas leituras da analise, devido a utilizagdo de hidrdlise
acida no método. Dietas: CAS refere-se a dieta que utilizou apenas caseina como fonte protéica; IPSL refere-
se a dieta que utilizou apenas o isolado protéico como fonte protéica; e HPSL, refere-se a dieta que utilizou
apenas hidrolisado protéico do soro do leite como fonte protéica.

3.2 — Perfis de aminoacidos séricos

De fato, as particularidades das trés dietas, associadas com a atividade fisica,
promoveram diferentes adaptacdes ao longo do periodo experimental, influenciando o pool

de aminoacidos livres. E pertinente lembrar que as amostras para a analise foram coletadas

66



ap6s 48 horas de repouso e¢ 12 de jejum, de modo que os resultados refletem a
complexidade dos processos de captagdo e liberacdo de aminoacidos entre os tecidos e o
sangue, € ndo o quadro da absor¢ao imediatamente apos a refeicao.

A perda de proteinas que ocorre em alguns tecidos, principalmente na fase inicial da
privacao alimentar, permite que os aminoacidos componentes fiquem disponiveis para a
oxidagdo e/ou gliconeogénese!'?. A gliconeogénese inicia-se entre 4 e 6 horas de jejum e
torna-se completamente ativa quando os depositos de glicogénio sdo exauridos (10 a 18
horas de jejum). Os esqueletos de carbono para a gliconeogénese sdo provenientes de
aminoacidos, glicerol e lactato!'”.

Os aminoacidos indispensaveis sdao de crucial importancia para preservar as
fungdes corporais. Eles estdo envolvidos no metabolismo de energia como substrato
(diretamente ou por meio da gliconeogénese) e como precursores de componentes
intermediarios do Ciclo de Krebs. Eles também sdao precursores de numerosos componentes
nitrogenados como: acidos nucléicos, glutationa, creatina, taurina, histamina, catecolaminas
(dopamina, adrenalina e noradrenalina) e serotonina''®.

Observando os niveis de aminoacidos indispensaveis dos ratos sedentarios dos
controles (CS) (Tabela 4) com os resultados dos grupos IS e HS, podemos verificar que eles
nao foram diferentes entre si. Entretanto, foi evidente que o grupo IS apresentou niveis
significativamente menores de histidina e triptofano, comparado ao HS, enquanto o
contrario ocorreu com a metionina.

Quando se consideraram apenas os grupos de ratos treinados, os niveis da maioria
dos aminoacidos indispensaveis (fenilalanina, histidina, leucina, lisina, treonina, triptofano

e valina) do grupo HT foram maiores que no CT. Por sua vez, no grupo IT houve maiores

niveis de histidina, triptofano e valina, do que no CT. Ja comparando os grupos controle
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CS e CT, nota-se que os aminoacidos indispensaveis lisina e valina registraram
significativa reducao nos seus niveis no grupo CT.

Os niveis dos aminoacidos fenilalanina, histidina, lisina, triptofano e valina no
grupo CT também foram significativamente mais baixos, quando comparados ao HS. Ja
para a metionina, o nivel deste aminoacido no grupo CT foi maior que no HS, embora esta
diferenca nao tenha um significado conhecido sob as condi¢des do experimento. Da mesma
forma, menores niveis de histidina e valina foram encontrados no grupo CT, em
comparacao ao IS.

Em se tratando dos grupos HS e HT, ¢ relevante salientar que houve niveis
significativamente maiores de leucina, metionina e treonina no HT, em relagdo ao HS,
enquanto o contrario ocorreu para o triptofano, sugerindo que a atividade fisica, em
conjunto com o jejum, propiciaram um estado metabolico tal que ndo precisou da utilizagao
desses trés aminoacidos, e sim de triptofano, para se manter em equilibrio.

Quando o HT ¢ comparado ao IT, nota-se que o HT apresenta os maiores niveis para
leucina, metionina e fenilalanina. Estes dados sugerem que nos grupos consumindo a dieta

com o HPSL, ¢ a atividade fisica que conduz a elevagdo de leucina e metionina.
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Tabela 4 - Concentracao de aminoacidos séricos livres (mg/100mg) apés 48 horas de repouso e 12 horas de jejum.

CS IS HS CT IT HT
Fenilalanina* 7,80 + 0,94 7,19 + 0,52 7,80 + 0,39° 7,05+ 0,37° 7,21 40,82 8,33+ 1,4
Histidina* 533+ 1,81 4,49 +0,19° 523 +0,65 422 +0,37 5,75+0,74° 5,44 +0,84°
Isoleucina* 12,08 + 1,74 11,65 + 0,88 11,98 + 0,71 10,14 + 4,03 12,35+ 1,90 13,19 + 4,47
Leucina* 6,80 + 1,15 6,63 + 0,24 6,61 + 0,35 6,33 + 0,34 7,02 + 0,86 8,44 +1,42°
Lisina* 24,65 +3,13° 24,13 £2,09® 2528 £ 1,50° 22,00 £ 1,71° 27,32 £ 6,69 2931 +8,23°
Metionina* 6,60 + 0,69 7,02 +0,27™ 6,37 + 0,23 6,82 + 0,28 6,84 + 0,67 7,51 +1,12°
Treonina* 17,98 + 2,60* 14,44 + 1,90 17,85+ 1,21* 17,13+ 1,58 22,03 +5,12® 23,34+ 5,68"
Triptofano* 10,49 + 4,34%* 8,71 + 1,05 11,89 +1,25° 7,61 +0,25° 9,78 + 1,26 9,19 + 1,75
Valina* 7,93 £1,19° 7,74 £ 0,19 8,11 +0,56" 6,93 + 0,56 8,28 + 0,79 9,74 £ 2,93
Alanina 31,20 + 8,24 22,64 £ 4,26 26,67 £ 1,24° 29,29 +1,30° 30,71 £8,14™ 32,49 +9,94®
Arginina 28,55+5,08°  2505+3,10° 25,03 +2,24° 26,59 + 3,47 29,57 £2,13 28,99 + 9,53
Acido Aspartico 3,59+ 1,52° 5,19+ 1,66° 1,09 + 0,43¢ 1,77 £ 0,32¢ 2,54 + 1,20 3,56 + 1,41°
Cistina 5,87 0,93 5,73 +0,29° 3,88 +0,20° 6,19 +0,05° 5,00 + 1,29 4,05 + 0,20°
Acido glutdmico 22.81 £ 6,68 21,79 + 3,92 19,95 + 1,46 19,80 3,18 28,07 £9.,43 26,83 £ 9,59
Glutamina 16,81 + 5,04 20,18 2,80 20,38 £2,46 1628 = 1,11 13,43 £ 6,09 19,03 = 7,87
Glicina 16,99 + 2,88 15,09 + 1,13 15,51 + 0,85 15,24 + 1,43 18,92 + 4,09 16,13 £ 5,84
Prolina 11,61 + 1,89% 9,78 +0,71° 10,14 + 0,37 10,28 + 0,49 12,61 + 1,79° 12,15 +2,67%
Serina 16,99 + 2,18% 15,07 + 0,46° 17,22 +0,53° 15,65 + 1,80% 17,95 + 2,48 20,12 +2,77°
Tirosina 9,14 + 1,89 7,62 + 0,52 6,63 +0,97™ 6,51 +0,47° 7,33+ 0,77 10,19 + 1,46°
Taurina 6,62 +7,52° 16,53 + 7,18" 4,27 + 3,04° 6,64 +232° 10,13 + 5,01 19,51 £9,93°

* Aminodacidos indispensaveis. Os valores correspondentes sdo apresentados como média=DP. Abreviaturas: CS, controle sedentario; IS, dieta com
isolado protéico do soro do leite e sedentario; HS, dieta com hidrolisado protéico do soro do leite e sedentérios; CT, controle treinado; IT, dieta com
isolado protéico do soro do leite e treinado; HT, dieta com hidrolisado protéico do soro do leite e treinado. Para a andlise estatistica foi utilizado o
teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, considerando significante p < 0,05, para os seguintes aminoacidos: isoleucina, lisina, metionina, valina,
aspartato e cistina. Para os demais aminoacidos foi utilizado o teste Tamhane’s T2, com significancia p < 0,05. (n replicatas, entre 6 ¢ 9 animais por

grupo).



Comparando apenas os grupos IS e IT, a maioria dos niveis de aminoécidos
indispensaveis nao mostrou diferenca, com exce¢do da histidina e a treonina, para os quais
estavam elevados no grupo IT. Notou-se também que ndo houve diferenca significativa
para os aminoacidos indispensaveis, de modo geral, entre IT e CS, embora no IT registrasse
maior nivel de metionina e menor de triptofano, do que no HS. As poucas diferencas
estatisticas encontradas entre IS e HT foram para os niveis de histidina, leucina e treonina,
nos quais HT foi maior.

Esses resultados sugerem que a associa¢do entre dieta e exercicio fisico exerceu
maior influéncia sobre o pool de aminoédcidos indispensaveis plasmaticos do que
considerando as duas variaveis (dieta e exercicio) isoladamente. Isto porque a proteina do
soro do leite mostrou resultados semelhantes aos da caseina para os ratos sedentarios,
enquanto que o treinamento por si sO trouxe poucas diferencas entre os perfis dos grupos
controle (CS e CT) e os perfis dos grupos com o isolado (IS e IT), situacdo em que dois
aminodacidos estavam variando (CS > CT para lisina e valina, e IS < IT para histidina e
treonina, p < 0,05), sendo que a comparagdo HS-HT revelou quatro aminoéacidos variantes
(HS < HT para leucina, metionina e treonina, ¢ HS > HT para triptofano, p < 0,05).

De fato, os ratos treinados que consumiram a HPSL (grupo HT) foram os que
apresentaram os maiores niveis plasmaticos para maioria dos aminoacidos indispensaveis,
sugerindo que o consumo prolongado da proteina hidrolisada do soro do leite, associado a
atividade fisica pode influenciar o pool plasmatico, ap6s 48 horas de repouso e 12 horas de
jejum. Vale destacar também que em todas as diferencas estatisticas encontradas entre a
IPSL e HPSL, os ratos que consumiam a HPSL apresentaram os maiores niveis de

aminodcidos indispensaveis (HS > IS para histidina e triptofano, e HT > IT para leucina e
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metionina), exceto para a metionina nos ratos sedentarios, a qual, no grupo IS se apresentou
em maiores niveis que nos HS.

Quanto aos aminoacidos de cadeia ramificada no soro, foi interessante notar que o
grupo CT apresentou o menor nivel de valina, o que sugere que o exercicio fisico foi
responsavel por esta diminuicdo e que a fonte protéica CAS ndo sustenta a valina sérica nos
niveis considerados normais, considerando o nivel do animal sedentario (CS) como sendo o
normal.

Dentre os aminoacidos de cadeia ramificada, a leucina tem destaque na ciéncia
devido a sua capacidade de estimular a sintese protéica agindo como mediador modulando

G- 9" Outro aspecto

a atividade de kinases intracelulares ligadas a traducdo protéica
interessante deste aminoacido ¢ a facilidade de sua utilizagdo para fins energéticos no
proprio musculo, inclusive em situacdo de jejum, devido a presenga local de
aminotransferases '”). Considerando a importancia desse aminoacido para o metabolismo
protéico, o resultado para leucina plasmatica destaca o grupo HT por apresentar o maior
nivel, sendo que entre os demais grupos, as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas.

Pelas considerag¢des apresentadas acima, poderia se dizer que os niveis elevados de
leucina neste grupo ndo teve um grau tao intenso de utilizagdo, quanto nos demais grupos,
incluindo o préprio HS. Deve ser lembrado que, no estado de jejum, os niveis de glicogénio
comegam a ser depletados e a gliconeogénese a ser ativada. E justamente nesse intervalo
que a leucina poderia ser utililizada como substrato energético. Sendo esse o caso, todos os
grupos, exce¢ao ao HT, procederam a efetuar a substitui¢do da fonte energética, efetivando-
se um excedente de leucina no grupo HT. Tal suposi¢do se apoia em resultados obtidos de

(20)

trabalho paralelo realizado com os mesmos grupos de animais*~’, o qual mostrou que os
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estoques de glicogénio muscular deste grupo foram ~300% maiores que os dos demais
grupos.

Dentre os aminoacidos ndo indispensaveis destacamos a alanina e glutamina, que
sdo os principais aminoacidos liberados do musculo esquelético, indicativos de degradagado
protéica e producdo de energia'®. A tabela 4 mostra que a alanina e glutamina nio
diferiram significativamente dentre o conjunto dos sedentérios (CS, IS e HS), e nem dentre
o conjunto dos treinados (CT, IT e HT). O grupo CT mostrou nivel estatisticamente maior
de alanina do que IS e HS. Em adicao, ¢ pertinente notar que a fonte CAS, associada ou ndo
a atividade fisica, pouco alterou os niveis de alanina e glutamina ja que nao foi encontrada
diferenca entre os grupos CT e CS.

Quanto aos demais aminodcidos ndo indispensdveis: arginina, acido glutamico,
glicina e taurina, ndo houve diferenca significativa entre o conjunto dos ratos sedentarios.
Por outro lado, o grupo CS mostrou nivel significativamente maior de prolina, comparado
ao IS, assim como a tirosina foi maior, com relacdo ao HS. Os trés grupos diferiram
estatisticamente para o acido aspartico, sendo que o grupo HS apresentou o menor € o IS o
maior valor. Para o conjunto dos ratos treinados também nao houve diferenca estatistica
para arginina, acido glutamico e glicina. No grupo HT, por sua vez, se registraram o0s
maiores niveis de aspartico e tirosina da categoria dos treinados € o menor para cistina. O
grupo HT também foi maior que CT para serina e taurina. O grupo IT apresentou maior
nivel de prolina que CT.

Comparando os grupos controle CS e CT, nota-se que o exercicio pouco alterou os
niveis dos diferentes aminoacidos ndo essenciais, sendo que houve diminui¢do significativa
dos niveis de acido aspartico e tirosina no CS. Também houve pouca influéncia do

exercicio entre os ratos que consumiram o IPSL (IS e IT), sendo que as diferengas
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limitaram-se ao maior nivel de aspartico e menor de prolina e serina, encontrados no IS. As
diferengas existentes entre HS e HT, mostraram HT contendo os maiores niveis de
aspartico, serina, tirosina e taurina.

Os niveis séricos elevados de diversos aminoacidos, principalmente os
indispensaveis, encontrados no grupo HT ndo significam necessariamente que se trate de
alguma vantagem, visto que ha pelo menos duas possibilidades metabolicas para estes
resultados. A primeira seria que as altas concentragdes sejam resultado de uma protedlise

(16, 21)

aumentada, principalmente no musculo e no intestino , para atender especialmente a

demanda de energia corporal. A segunda seria que a alta concentrag¢do seja resultado de
uma baixa captagdo tecidual destes aminodcidos livres no plasma(4).

Embora a consideracdo isolada dos resultados de aminoécidos séricos seja dificil de
interpretar, a segunda possibilidade pode ser mais plausivel, visto que os resultados de
sintese e degradagdo protéica muscular (Capitulo 2 desta Dissertagdo) mostraram que o HT
apresentou a menor taxa de sintese, sugerindo assim existir a menor captagcdo de

aminodcidos nesse grupo, ao passo que ndo diferiu estatisticamente dos demais grupos

quanto a degradagao.

3.3 — Evolucao ponderal e peso dos musculos séleo e gastrochémio

A figura 3 mostra que a evolugdo ponderal foi semelhante para todos os grupos de
ratos at¢ meados da oitava semana de treinamento. No entanto, € possivel notar o inicio de
um discreto distanciamento no peso dos ratos caseina sedentarios (CS), em relacdo aos
grupos treinados (CT, IT e HT), entre a quinta e a sexta semana. Porém, ¢ somente na nona
semana que o CS apresenta peso estatisticamente maior que os grupos treinados. Esta

diferenca se mantém até a data do sacrificio.
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A diferenga significativa entre CS e CT sugere que o treinamento isoladamente foi
importante para diminuir o ganho de peso, enquanto que a ndo-diferenga entre as médias
dos grupos IS, HS, CT, IT e HT, sugere que a dieta com PSL funcionou mantendo o peso

dos ratos sedentarios proximo daqueles dos treinados.

450,00

400,00

350,00

Peso (g)

300,00

230,00

200,00 T T T T ] T T T T T
1° 2 ¥ 4° a° [ i a° 9°  final

Semanas

Figura 3- Evolucao ponderal dos seis diferentes grupos de ratos durante as nove
semanas de tratamento com treinamento e dieta com trés diferentes tipos de proteina:
caseina, PSLI e PSLH.

Abreviaturas e simbolos: CS, caseina sedentério (©); IS, isolado sedentario (o); HS, hidrolisado sedentario,
(A); CT, caseina treinado, (e); IT, isolado treinado, (m); HT, hidrolisado treinado, (A ). A diferenca entre a 9*
semana ¢ o final foi de dois dias.

O maior peso do grupo CS comparado aos grupos treinados pode ser evidéncia de
maior percentual de massa gorda no CS, constatada pela inspecdo visual (dados nao
apresentados). Isoladamente, ¢ consenso que o treinamento diminui o ganho de peso
corporal, além de estimular a utilizagdo dos acidos graxos como combustivel para a
atividade fisica, sendo ainda possivel que a PSL também diminua a sintese de acidos graxos

¢ a gordura corporal®?.
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Pimenta e outros®>

, avaliaram ratos jovens submetidos a atividade fisica, e dieta
com 12% de IPSL ou HPSL (grau de hidrolise ~8%), durante 5 semanas, ndo encontrando
diferengca ponderal entre os grupos de dietas e regimes de atividade fisica. O estudo de

@4 examinou a influéncia da dieta com IPSL, CAS e Glicomacropeptideo

Royle e outros
por 7 semanas sobre o peso € a composicao corporal de ratos Wistar sem treinamento, apos
o qual também ndo encontraram diferenca estatistica no peso final dos ratos. De fato,
resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo, visto que na 5° e 7° semanas
experimentais também ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, sugerindo que o
menor peso foi resultado do longo tempo de tratamento (9 semanas), com aplicacdo de
atividade fisica e dieta.

A ingestdo alimentar ¢ um fator passivel de influenciar o ganho de peso dos animais
alimentados com dietas bastante diferentes. Tendo em vista que os animais foram alojados
em gaiolas coletivas, notou-se que as médias de consumo de dieta pelos animais CS foram
maiores, em comparacdo aos demais grupos (dados ndo apresentados), contribuindo
provavelmente para a diferenca entre CS e os grupos treinados (CT, IT e HT) na nona
semana.

As nove semanas de treinamento e tratamento dietético ndo influenciaram o peso
dos musculos gastrocnémio e soleo, sendo que neste ultimo também nao houve diferencga

para o peso corrigido (Tabela 5). No caso do peso corrigido do gastrocnémio, o grupo CS

apresentou o menor valor de peso muscular por peso corporal.
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Tabela 5- Peso (mg) e peso corrigido (mg/kg de peso corporal) dos miisculos
séleo e gastrocnémio.

Grupos sedentarios Grupos treinados

CS IS HS CT IT HT
Gastrocnémio (mg) 1994 1890 1930 1924 1935 1926

+105 £172 +180 +138 +146 =+136
Séleo (mg) 165 139 150 141 142 130

+52 +22 431 +28 +£36 +20

Gastrocnémio (mg/kg) 4,732 482% 478 516° 514° 513°
+036 +032 +034 +025 +027 =+0,38

Séleo (mg/ke) 039 035 037 038 038 035
+0,13 +0,05 +004 +0,07 +0,09 =+0,05

Os valores correspondentes sdo apresentados como médiatDP. Abreviaturas: CS, controle sedentario;
IS, dieta com isolado protéico do soro do leite e sedentario; HS, dieta com hidrolisado protéico do soro
do leite e sedentarios; CT, controle treinado; IT, dieta com isolado protéico do soro do leite e treinado;
HT, dieta com hidrolisado protéico do soro do leite e treinado.

@) em que se utilizaram

Em um estudo semelhante realizado por Morifuji e outros
ratos machos Wistar, alimentados com caseina ou whey protein, nao foi encontrada
diferenca significativa para o peso do musculo gastrocnémio corrigido entre sedentarios ou
treinados com natagdo por duas semanas.

Os resultados sugerem que o tratamento com a HPSL, independente da atividade
fisica, aumentou a massa proporcional do gastrocnémio, em relacdo ao peso do animal.
Além disso, foi também evidenciada a contribuicdo do treinamento ao aumento relativo da

massa do gastrocnémio, haja visto que para os grupos treinados, as massas ajustadas foram

superiores as do grupo caseina sedentario (CS).
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4. Conclusoes

Pode ser concluido que o perfil de aminoécido fornecido pela dieta com PSL parece
disponibilizar maior quantidade de aminoacidos indispensdveis e outros aminoacidos de
grande interesse para a aplicagdo dos conhecimentos da bioquimica do metabolismo ao
melhor desempenho do organismo exercitado, quando comparado ao perfil da caseina. O
consumo da PSL, principalmente hidrolisada, e associada a pratica de atividade fisica por
um periodo longo, parece também estimular adaptacdes metabdlicas ndo adversas no
organismo, as quais podem ter reflexos no pool de aminoacidos séricos. Sendo que o
consumo rotineiro de substratos protéicos pré-hidrolisados ndo constitui um procedimento
normal na alimenta¢do, os dados apresentados ndo detectam nenhum sinal de adverso com
os parametros estudados. No entanto, novos estudos se fazem necessarios para chegar a
conclusdes mais abrangentes sobre a utilizagdo da PSL, hidrolisada ou ndo, na pratica de

atividade fisica e os pools de aminoacidos.
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Conclusao Geral
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Conclusao geral

Os dados aqui apresentados confirmam que a proteina do soro do leite ¢ de fato uma
boa fonte protéica para praticantes de esportes de endurance, devido a riqueza de sua
composi¢do aminoacidica, principalmente considerando os aminodcidos de cadeia
ramificada, quando comparada a principal proteina do leite, a caseina. Em adi¢do, também
na sua forma hidrolisada, a proteina do soro do leite ndo mostrou nenhuma desvantagem
quando comparada a caseina com relag¢do aos niveis de aminoacidos.

Além disso, o consumo da proteina do soro do leite na forma hidrolisada, quando
associado a atividade fisica, mostrou ter maior influéncia sobre o pool de aminoacidos
séricos, sendo que grande parte dos aminoacidos apresentava-se em concentracao elevada
no grupo HT, principalmente quando comparado aos grupos que consumiam dieta com
caseina (CS e CT). No entanto, parece prematuro rotular a elevagdo das concentragdes
aminoacidicas como sendo vantagem ou desvantagem da proteina hidrolisada, visto que
existem pelo menos duas explicagdes metabodlicas: 1 — menor demanda do organismo
exercitado por aminoacidos (possivel vantagem), e/ou 2 — excessiva quebra protéica
tecidual, o qual pode ser desvantajoso.

A proteina do soro do leite mostrou ter menor efeito sobre o peso corporal do que a
pratica de atividade fisica, mas este pequeno efeito foi importante, resultando inclusive na
redugdo do peso dos ratos sedentarios que consumiam a PSL e aproximando-o aquele dos
que foram treinados.

O consumo da proteina do soro do leite nao alterou nem o peso nem conteudo e

concentragdo de proteina nos musculos gastrocnémio e séleo. Mas, tanto o HPSL quanto o
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exercicio fisico aumentaram a propor¢ao de tecido muscular gastrocnémio, ajustado pelo
peso corporal. No entanto, os gastrocnémios dos ratos que consumiam HPSL apresentaram
menor contetido e concentragdo de DNA. Esses resultados, tomados em conjunto, sugerem
que a massa protéica muscular pode ter sido preservada pelo consumo do HPSL, em
comparagdo ao tratamento com as dietas com as proteinas CAS e IPSL.

De fato, os resultados para a sintese e degradacao também foram consistentes com a
hipdtese de preservacdo muscular, principalmente quando considerada a associacio HPSL-
exercicio fisico, visto que o grupo HT apresentou a menor taxa de sintese no gastrocnémio,
sem diferir quanto a degradacdo protéica muscular. Lembrando que nenhum dos
tratamentos com dieta ou exercicio foi capaz de alterar significativamente os niveis de
IGF1 sérico e, mostrando que as diferencas encontradas para os parametros metabdlicos
estudados ocorreram independente do estimulo deste hormonio.

De modo geral, o consumo da proteina hidrolisada do soro do leite, por periodo de
tempo relativamente longo (9 semanas) e associada a atividade fisica de endurance, parece
preservar o tecido muscular, na hipdtese de haver desgaste principalmente na pratica da
atividade fisica. Deste modo, quebrando menos proteina durante a atividade fisica ao longo
do tratamento, o organismo pode diminuir a demanda por nova sintese protéica, diminuindo
a necessidade de captacdo de aminoacidos do pool sérico e diminuindo também a

necessidade de maior quantidade de DNA celular no musculo gastrocnémio.
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