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RESUMO

CONCEICAO, Aline Rosignoli da. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2020.
Efeitos do concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcumina no controle
metabdlico, inflamacdo e estresse oxidativo em ratos Wistar submetidos a exercicio
exaustivo. Orientadora: Ceres Mattos Della Lucia. Coorientadores: Hércia Stampini Duarte
Martino, Eliana Carla Gomes de Souza, Reggiani Vilela Gongalves, Sérgio Luis Pinto da Matta
e Antonio Jose Natali.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do concentrado proteico de soro de leite
adicionado de curcumina no controle metabdlico, inflamagdo e estresse oxidativo em ratos
Wistar submetidos a exercicio exaustivo. Foram utilizados 48 ratos machos que, ao
completarem 12 semanas de vida, foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8): Grupo
dieta padrdo (AIN-93M); grupo dieta padrdo submetido a teste de exaustao; grupo whey protein
concentrado adicionado de curcumina (WPC + CCM); grupo WPC + CCM submetido a teste
de exaustdo; grupo CCM e grupo CCM submetido a teste de exaustdo. O teste de exaustdo em
natacdo foi realizado apos 4 semanas de experimento. Durante o periodo do estudo, 0s animais
tiveram seu peso aferido semanalmente, e, ao inicio e ao final do experimento, suas medidas
biométricas também foram aferidas. Apos a eutanésia, foram coletados o sangue e o figado para
avaliacdo de variaveis bioquimicas, inflamatérias, antioxidantes e histoldgicas. Foram
determinadas também a concentracdo dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
do produto, bem como sua composicdo centesimal. A normalidade dos dados foi avaliada por
meio do teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes entre dois grupos foram realizadas por meio
do teste t ou Mann Whitney, a depender da normalidade. As comparacdes entre todos 0s grupos
foram realizadas pela analise de variancia, ANOVA one way, seguida do teste post hoc de
Tukey para os dados com distribuicdo paramétrica, enquanto que, para os dados nao
paramétricos, foi aplicado o teste de Kruskal Wallis complementado pelo teste de comparagdes
maltiplas de Dunn’s. Os dados foram analisados no software SPSS versdo 20 e STATA versdo
13, sendo adotado como nivel de significancia estatistica oo = 5%. O WP utilizado nesse estudo
foi do tipo concentrado, apresentando teor proteico de quase 88%. A CCM apresentou elevada
concentracdo de fendlicos totais e capacidade antioxidante. O consumo do WPC+CCM, bem
como da CCM isolada, néo alterou as medidas biométricas, o consumo alimentar dos animais
e a funcdo hepatica, renal, bem como o balango proteico dos animais, mas reduziu a glicemia e
a expressao génica de TNF-a e IL-6, além de aumentar a expressao de IL-10. Os animais que
foram submetidos ao teste de exaustdo (AIN-93 M TE) apresentaram maiores valores de AST
quando comparados aos animais que ndo realizaram o exercicio (AIN-93 M). O WPC+CCM



reduziu a concentracao de éxido nitrico e proteina carbonilada, e aumentou a concentragdo de
catalase. Ambos (WPC+CCM e CCM) foram capazes de aumentar as concentracdes de
superdxido dismutase. Todos 0s grupos apresentaram grau | de esteatose hepatica e 0 grupo
WPC+CCM TE apresentou menores areas de infiltrado inflamatorio em relagdo ao grupo AIN-
93 M TE. Conclui-se que o0 WPC adicionado de CCM representa um produto seguro, vidvel e
de eficacia comprovada. Ainda, representa uma estratégia capaz de diminuir a glicemia e 0s

danos oxidativos e inflamatorios causados pelo exercicio fisico exaustivo em natacao.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Exercicio aerobico. Natacdo. Estresse oxidativo. Citocinas.

Inflamacdo. Cdrcuma.



ABSTRACT

CONCEICAO, Aline Rosignoli da. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Effects of whey protein concentrate admixtured of curcumin on metabolic control,
inflammation and oxidative stress in Wistar rats submitted to exhaustive exercise. Advisor:
Ceres Mattos Della Lucia. Co-advisors: Hércia Stampini Duarte Martino, Eliana Carla Gomes
de Souza, Reggiani Vilela Gongalves, Sérgio Luis Pinto da Matta and Anténio Jose Natali.

This work aimed to evaluate the effects of whey protein concentrate with curcumin on
metabolic control, inflammation and oxidative stress in Wistar rats submitted to exhaustive
exercise. A total of 48 male rats were divided into 6 experimental groups, which, after
completing 12 weeks of life, were divided into 6 experimental groups (n = 8): standard diet
group (AIN-93M); standard diet group subjected to exhaustion test; concentrated whey protein
group added with curcumin (WPC + CCM); WPC + CCM group submitted to exhaust test;
CCM group and CCM group submitted to exhaust test. The swimming exhaustion test was
performed after 4 weeks of experiment. During the study period, the animals had their weight
measured weekly, and, at the beginning and at the end of the experiment, their biometric
measurements were also measured. After euthanasia, blood and liver were collected to assess
biochemical, inflammatory, antioxidant and histological variables. The concentration of total
phenolic compounds and antioxidant activity of the product were also determined, as well as
their chemical composition. The normality of the data was assessed using the Shapiro-Wilk
test. Comparisons between two groups were performed using the t-test or Mann Whitney,
depending on normality. The comparisons between all groups were performed by analysis of
variance, ANOVA one way, followed by Tukey's post hoc test for data with parametric
distribution, whereas for non-parametric data, the Kruskal Wallis test was applied,
complemented by Dunn's multiple comparisons test. Data were analyzed using SPSS version
20 and STATA version 13, with a level of statistical significance oo = 5%. The WP used in this
study was of the concentrated type, with a protein content of almost 88%. CCM showed a high
concentration of total phenolics and antioxidant capacity. The consumption of WPC + CCM,
as well as of isolated CCM, did not alter the biometric measurements, the animals' food
consumption and the hepatic and renal function, as well as the protein balance of the animals,
but reduced the glycemia and the gene expression of TNF- a and IL-6, in addition to increasing
the expression of IL-10. The animals that were submitted to the exhaustion test (AIN-93 M TE)
presented higher AST values when compared to the animals that did not perform the exercise
(AIN-93 M). WPC + CCM reduced the concentration of nitric oxide and carbonylated protein,
and increased the concentration of catalase. Both (WPC + CCM and CCM) were able to



increase the concentrations of superoxide dismutase. All groups had grade | hepatic steatosis
and the WPC + CCM TE group had smaller areas of inflammatory infiltrate compared to the
AIN-93 M TE group. It is concluded that the WPC added by CCM represents a safe, viable and
proven efficacy product. Still, it represents a strategy capable of decreasing blood glucose and

oxidative and inflammatory damage caused by exhaustive physical exercise in swimming.

Keywords: Physical exercise. Aerobic exercises. Swimming. Oxidative stress. Cytokines.

Inflammation. Turmeric.
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1. INTRODUCAO

A prética regular de atividades fisicas associada a uma dieta balanceada pode ser
importante fator na promocédo da salde. Todavia, a frequente realizagdo de exercicios fisicos
de alta intensidade ou exaustivos pode aumentar a suscetibilidade a les6es hepaticas (HUANG
et al., 2013) e renais (WU et al., 2012; LIN et al., 2013), promover a fadiga cronica e o
overtraining, parcialmente em razdo da elevada sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(CRUZAT et al., 2007).

Esses compostos podem ter efeitos considerados positivos sobre o sistema imune e
exercer fungbes metabdlicas essenciais para a homeostasia celular a depender da quantidade a
ser produzida (CRUZAT et al., 2007; STROBEL et al., 2011). Entretanto, quantidades
excessivas podem estar envolvidas com o desenvolvimento de diversos processos
fisiopatoldgicos, como danos ao DNA, das proteinas e dos lipidios celulares (GOLDFARB et
al., 2011; CAPUTO et al., 2012).

O exercicio é capaz de aumentar a utilizacdo de oxigénio em 200 vezes acima dos niveis
de repouso nos musculos ativos, podendo induzir ainda mais o estresse oxidativo (POWERS et
al., 2011). Uma das formas de evitar tais danos é por meio do aumento da concentracdo de
antioxidantes na dieta (PETERNELJ et al., 2011), visando a melhora da saude e otimizacéo dos
beneficios do treinamento (SGARBIERI et al., 2004).

Nos Ultimos anos, muita atencdo tem sido dada ao possivel papel dos compostos
bioativos na prevencdo dos efeitos deletérios do dano oxidativo induzido pelo exercicio
(WAWRZYNIAK et al., 2013). Nesse contexto, destaca-se a curcuma (CUR) (Curcuma longa
L.), cujo principal composto, demoninado curcumina (CCM), passou a ser estudado no meio
esportivo devido ao seu potencial antioxidante e anti-inflamatério (SETHI et al., 2015). Seu
rizoma tem sido muito utilizado na industria alimenticia, como corante, aromatizante e
ingrediente culinario, tornando-se facil sua incorporacao em alimentos e bebidas (SILVA et al.,
2004).

O whey protein (WP) também merece atencéo, pois, além de estar presente em uma
variedade de suplementos esportivos, varios beneficios tém sido relatados quanto a combinacéo
de WP e exercicio fisico, visto que as proteinas lacteas apresentam elevado valor bioldgico e
estdo relacionadas ao aumento de forga, hipertrofia muscular, estimulacdo da secrecdo de
insulina, além de evitar a oxidacgdo de proteinas musculares e manter baixos os niveis de lipidios
peroxidados (PESCUMA et al., 2010; HARAGUCHI et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2016).
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Tendo em vista que, cada vez mais, 0 consumidor tem se preocupado com sua
alimentacdo e saude, dando preferéncia a alimentos que possam trazer algum beneficio
adicional em relacdo aos produtos tradicionalmente comercializados, grande numero de
alimentos com caracteristicas funcionais tem sido desenvolvido pela industria (ZIEGLER et al.,
2009; LOPES et al., 2009; MOREIRA et al., 2010; SIQUEIRA et al., 2013). Até o presente
momento, nenhum estudo avaliou o impacto da associacdo da CCM a um suplemento proteico
de alto valor bioldgico, como o WP, no controle metabdlico, inflamacéo e estresse oxidativo de
ratos Wistar submetidos a um protocolo de exercicio exaustivo. Uma vez verificada a eficacia
do produto, 0 mesmo podera ser considerado como uma alternativa de bebida a ser
disponibilizada ao mercado.

Diante de tal cenario, o WP adicionado de CCM parece suprir as exigéncias dos
consumidores, pois essa especiaria elevaria as caracteristicas nutricionais do WP devido ao seu
potencial antioxidante e nutricional (DROBNIC et al., 2014; SCIBERRAS et al., 2015). Ainda,
0s potenciais beneficios da CUR para a saide, como seu bom perfil de seguranca, facilidade de
acesso e aquisicdo, além de ndo ser toxica mesmo em altas doses, levaram ao interesse em
incorpora-la em produtos alimenticios funcionais como ingrediente nutracéutico (ALAMDARI
etal., 2009; ZOU et al., 2015).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Exercicio Fisico

2.1.1. Aspectos gerais

O musculo esquelético é um tecido integral do corpo que desempenha papeis
fundamentais na forca, no desempenho (tanto no esporte quanto nas atividades diarias) e na
regulacdo metabolica. Conforme o individuo cresce, ha aumento correspondente na massa
muscular esquelética. No entanto, uma vez que o crescimento esteja completo, geralmente ndo
h& aumento liquido na massa muscular. Além disso, a partir da quarta década de vida, a massa
muscular esquelética naturalmente comeca a diminuir a uma taxa de aproximadamente 0,8%
ao ano, um processo denominado sarcopenia (PADDON-JONES e RASMUSSEN 2009).

Dado o papel instrumental do musculo na locomocao, producdo de forca e regulacéo
metabdlica, a perda ou baixos niveis de massa muscular aumentam o risco de doencas crénicas,

como sindrome metabdlica (SM), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doenga cardiovascular
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(DCV), bem como quedas e diminuicdo da capacidade de realizar atividades da vida diaria,
contribuindo para a reducédo da qualidade de vida. Dessa forma, otimizar a massa muscular ao
longo da vida para um Otimo desempenho e saude, em geral, é de extrema importancia
(VELAZQUEZ-ALVA et al., 2013; ALEXANDRE et al., 2014).

A massa muscular esquelética € o produto de processos continuos e simultaneos de
sintese e degradacdo muscular e é o equilibrio entre esses dois processos que determina se a
massa muscular aumenta (balanco proteico positivo), diminui (balango proteico negativo), ou
permanece constante. Em individuos saudaveis com faixa etaria entre 20 e 40 anos, a sintese
proteica muscular geralmente ¢ igual a degradacgdo proteica, de modo que a massa muscular
ndo se altera. No entanto, quando a sintese proteica predomina, ocorre aumento na massa
muscular, processo denominado hipertrofia muscular; enquanto que, quando a degradacéo
proteica predomina, ocorre diminuicdo na massa muscular, denominada atrofia muscular
(quando a imobilizacdo estd presente) ou sarcopenia (quando se trata de um processo
relacionado a idade) (DEVRIES e PHILLIPS, 2015).

Ao longo do dia, as taxas de sintese e degradacdo proteica flutuam continuamente. Apos
o consumo de uma refeicdo contendo proteina, periodos de curta duracdo de
hiperaminoacidemia estimulam a sintese e a hiperinsulinemia inibe a degradacao proteica,
resultando em balanco proteico liquido positivo. A medida que o tempo ap6s uma refeicio
aumenta, as taxas de sintese diminuem e ocorre aumento da degradacdo, o que leva a um
balanco de proteinas negativo até que uma refeicdo subsequente seja consumida. Em individuos
saudaveis e em equilibrio energético, esses periodos de balanco proteico positivo e negativo
sdo iguais e a massa muscular permanece constante. No entanto, a proporcao entre sintese e
degradacdo proteica pode ser influenciada por varios fatores, incluindo déficit de energia,
treinamento resistido e envelhecimento (DEVRIES e PHILLIPS, 2015).

E bem conhecido que o exercicio resistido estimula tanto a sintese quanto a degradac&o
proteica. Se 0 consumo proteico for adequado ao longo do dia, ocorre balanco positivo de
proteina, resultando em hipertrofia muscular ao longo do tempo (CERMAK et al., 2012). Por
outro lado, em periodos de déficit de energia (ARETA et al., 2014) e com o0 aumento da idade
(PHILLIPS, 2009), as taxas de sintese proteica muscular e, consequentemente, o balango
proteico séo negativos, resultando em perda de massa muscular.

No entanto, sabe-se que essa perda de massa muscular pode ser atenuada pelo consumo
de uma dieta com maior concentracdo de proteina (GEIRSDOTTIR et al., 2013). Ademais, ao

se tratar dos sintomas negativos associados ao dano muscular, nota-se que o balanco negativo
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de proteina muscular ndo se torna positivo ap6s o exercicio se ndao for compensado pela
disponibilidade de proteina. Consequentemente, a ingestdo de proteina pode fornecer os AAs
necessarios para melhorar o equilibrio proteico, o que é crucial para a reparacdo de proteinas
estruturais danificadas (BROWN et al., 2017).

Além disso, sabe-se também que, durante qualquer treino, uma reducdo na funcéo
muscular prejudicaré a qualidade e a intensidade, sendo potencialmente prejudicial para o atleta.
O WP, sendo uma fonte de proteina de alta qualidade, rico em AA essenciais, conhecido por
melhorar a sintese proteica muscular pos-exercicio, tem o objetivo de acelerar a recuperacao da

funcdo muscular, embora as evidéncias ainda ndo sejam tdo claras (DAVIES et al., 2018).

2.1.2. Formacéo de radicais livres

O exercicio ndo habitual, especialmente os de alta intensidade e/ou com grande nimero
de contraces excéntricas, induz ao dano muscular. O dano muscular induzido por exercicio
excéntrico é identificado por reducdes prolongadas na forca muscular e amplitude de
movimento, inchaco, dor muscular tardia e aumento de proteinas musculares no sangue. Sabe-
se que danos musculares iniciam respostas inflamatorias, resultando em dano muscular
secundario. O comprometimento da funcdo muscular causado por danos e respostas
inflamatorias subsequentes pode reduzir a capacidade de realizar atividades diarias e o
desempenho atlético. Assim, é importante prevenir ou minimizar o dano muscular apds o
exercicio, atenuando as respostas inflamatérias (TANABE et al., 2015).

Muitos tipos de suplementos estdo disponiveis para melhorar o desempenho no
exercicio, atenuar a fadiga ou proporcionar uma recuperacdo eficiente ap6s o exercicio.
Exercicios fisicos de alta intensidade ou exaustivos afetam a homeostase do corpo, como o
status redox e alteram as funcdes fisiologicas. Lesdes musculares ou danos sdo causados por
mecanismos fisicos ou quimicos. As EROs estdo relacionadas com a fadiga do musculo
esquelético por meio do rompimento da integridade da membrana celular causada pela
peroxidacdo lipidica. O vazamento das células libera enzimas especificas do citosol ou
proteinas, como creatina quinase (CK), mioglobina (Mb), aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) no sangue, indicando dano muscular. Outros biomarcadores,
como lactato, amonia, ureia e glicose sdo amplamente usados para avaliar a fadiga (HUANG et
al., 2015).
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A geracdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNS) pelo exercicio fisico pode
ser caracterizada como um fendémeno dose-resposta. O exercicio de intensidade moderada
produz baixos niveis de EROs e ERNSs, 0 que, por sua vez, causa adaptacdo dos sistemas
antioxidante e reparador. Em contraste, o exercicio de alta intensidade pode acelerar a geracao
de EROs e ERNSs, o que frequentemente excede a capacidade de defesa antioxidante e resulta
em um estado de estresse oxidativo. Consequentemente, reducdo na forca muscular, aumento
de dor muscular e, até mesmo, danos musculares estruturais podem ocorrer (TEIXEIRA et al.,
2016).

As EROs sdo representadas por radicais livres como superdxido (O2"), hidroxil (OHY),
peroxil (ROO), alcoxil (RO") e moléculas nao radicais, como peroxido de hidrogénio (H20>),
oxigénio simpleto (1/2 O2) e 0z6nio (O3) (RAY et al., 2012).

Quanto aos produtos de oxidacdo decorrentes do estresse oxidativo, 0s mais estudados
sdo 0 malondialdeido (MDA), proteina carbonilada (PCN) e 6xido nitrico (NO), visto que se
sabe que os lipidios e proteinas constituem a maior parte da massa das membranas bioldgicas
(CATALA, 2009). Varios estudos relataram que a CCM inibe a eliminacdo de radicais
superdxido, peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico de macrofagos ativados, reduzindo o
complexo de ferro e inibindo a peroxidacéo lipidica (SAHIN et al., 2016).

J& por meio da acdo das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa S-transferase (GST), o organismo mantém a concentracdo de EROs dentro dos
limites fisioldgicos, formando o mecanismo antioxidante enzimatico (RIBEIRO et al., 2005).
A SOD converte enzimaticamente o radical superéxido (O2™) em peroxido de hidrogénio
(H202) (DROGE, 2002), enquanto a CAT é responsavel pela decomposi¢do de H20. em H20
e Oz (AEBI, 1984).

Um estudo realizado por Sahin et al. (2016) teve como um dos seus objetivos investigar
os efeitos da ingestdo de CCM (100 mg/kg de CurcuWin®) sobre a capacidade antioxidante,
por meio da avaliacdo de MDA, SOD, CAT, GPX e GSH, de ratos que foram ou ndo submetidos
a um exercicio em esteira durante 6 semanas. Dentre os resultados, destaca-se que a
concentra¢do de MDA muscular diminuiu 15,5% no grupo que realizou exercicio, o tratamento
com CCM reduziu a concentracdo sérica de MDA em 43,5% e os ratos exercitados
apresentaram maior atividade muscular de SOD, GPx e GSH em relagéo aos controles.

Ja Ren et al. (2017) avaliaram dezoito ratos Wistar machos que foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos: o grupo dieta padrdo+WPC, grupo dieta padrdo+ WPC+soja e

grupo controle. Durante o periodo experimental, todos os ratos realizaram o teste de natacéo
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até a exaustdo, cinco dias por semana, durante 7 semanas. Os animais do grupo WPC, que
receberam 218,4 mg de WPC em 2 mL de agua estéril/dia/rato por gavagem, apresentaram
maior atividade da SOD em relacdo ao grupo controle. Além disso, as concentracdes sericas de
MDA foram significativamente mais baixas nos ratos do grupo dieta padrao+WPC+soja do que
0s do grupo controle.

O mecanismo que controla a expressdo génica da enzima antioxidante em diferentes
tecidos, incluindo o masculo esquelético, envolve o Nrf2, que desempenha papel central na
protecdo celular contra o estresse oxidativo, por meio da ativacdo da transcri¢cdo na regido
promotora de genes antioxidantes (HYBERTSON et al., 2011; GOUNDER et al., 2012).

2.1.3. Exercicio exaustivo

O exercicio fisico regular tem sido recomendado para reduzir o risco de doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus e cancer. No entanto, o exercicio exaustivo é conhecido por
provocar inflamacéo transitéria, dano muscular, dor muscular de inicio tardio (DMIT) e até
lesdo hepatica em ratos. Tais danos musculares e a DMIT podem resultar em perda de forca
muscular e dor significativa (HUANG et al., 2015).

Os atletas buscam equilibrar sua carga de treinamento com a recuperacdo para otimizar
0 desempenho enquanto previnem doencas. Em contraste com uma grande propor¢do da
populacdo geral, que realiza niveis baixos a moderados de atividade fisica e esta em risco de
inflamacdo crénica de baixo grau, os atletas podem ser suscetiveis a um estado inflamatério
elevado. Isto é resultado de crises agudas e repetidas de exercicios extenuantes, que podem
suprimir transitoriamente a funcdo imunoldgica e aumentar o risco de infeccdo oportunista por
virus, bactérias e reativacdo viral. Tal condicdo pode comprometer a disponibilidade de
treinamento e o desempenho (SHAW et al., 2017).

O exercicio também esta relacionado com o aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), dependendo da intensidade e dura¢do (ZBINDEN-FONCEA et al., 2012).
Embora o figado ndo seja um 6rgao que demanda tanta energia quanto o musculo, ressalta-se
que também é um 6rgdo altamente exigente, o que faz com que a relagcdo entre metabolismo
energético, bioquimica redox e geracdo de ERO seja de suma importancia (SUNAMI et al.,
2012).

Esse oOrgdo também demonstrou desempenhar um importante papel no estado

inflamatdrio, visto que a producdo exacerbada de ERO aumenta a secrecdo de marcadores



23

inflamatorios. O estresse oxidativo pode refletir um desequilibrio na sintese protéica, aumento
da producéo de superdxido, diminui¢do da capacidade de tamponamento e/ou diminuigdo da
atividade de importantes enzimas antioxidantes. Tais danos fazem com que a funcgéo
mitocondrial seja prejudicada, e, portanto, diversas vias de sinalizacéo relacionadas ao estresse
sdo desencadeadas, resultando em lesdo mitocondrial, inflamacdo e esteatose hepatica. A
formagdo de ERO mitocondrial, devido ao aumento do consumo de oxigénio durante exercicios
intensos, € uma das principais causas de lesdo hepatica (PILLON BARCELOS et al., 2017).
Estudos demonstraram que uma baixa capacidade aerdbica se traduz em um fendtipo hepatico
mais propenso as consequéncias de complicacbes metabdlicas (ASCENSAO et al., 2013;
SANTOS-ALVES et al., 2014).

Portanto, considerando que o exercicio fisico exaustivo leva a producdo de EROs,
inflamacédo e catabolismo proteico e que Vvarias proteinas do soro de leite e seus produtos
metabolicos sdo antioxidantes, anti-inflamatdrios e sequestrantes de radicais livres (bem como
a CCM), € de se esperar que a acdo conjunta do WPC + CCM seja altamente benéfica ao
organismo humano e animal, antes, durante e apds periodos de exercicios intensos e/ou
prolongados, por meio da melhora de parametros bioguimicos e antioxidantes, reducdo dos

parametros inflamatdrios e preservagdo da funcao tecidual hepatica.

2.2. Clrcuma

2.2.1. Aspectos gerais

A curcuma (CUR), também conhecida como acafrdo-da-terra, turmérico, acafrdo-da-
india, acafroa e gengibre amarelo, da familia Ginger (Zingiberaceae) é uma planta nativa do
sudeste da india e tem sido usada ha séculos na culinaria e na medicina. O rizoma (raiz) dessa
planta é a por¢do mais comumente utilizada (GAFFEY et al., 2015), visto que € um aditivo que
da sabor e cor para as preparacdes de alimentos, além de fazer parte da medicina tradicional e
ser usada como remeédio caseiro para varias doengas (MAITHILIKARPAGASELVI et al.,
2016). Afirma-se que a CUR tem sido amplamente utilizada para tratamentos médicos de varias
doencas ha pelo menos 2.500 anos nos paises asiaticos (KOCAADAM e SANLIER, 2017).

Ainda, é uma planta perene, herbacea e tuberosa com flores amarelas e folhas largas,
que cresce em clima tropical (PRASAD et al., 2014; AKPOLAT et al., 2010). As condicdes
geograficas da regido onde ela cresce, bem como as caracteristicas do solo podem afetar seu
crescimento, sua composicdo nutricional e a qualidade dessa planta (HAYAKAWA et al., 2011;
KOCAADAM ¢ SANLIER, 2017).
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A CUR contém carboidrato (69,4%), proteina (6,3%), gordura (5,1%), minerais (3,5%)
e umidade (13,1%) (PRASAD et al., 2014). Além disso, contém pelo menos trés polifenois
naturais denominados curcuminoides, sendo eles: curcumina (CCM; curcuminoide mais
prevalente na circuma, representando cerca de 77% do total de curcuminoides na planta),
desmetoxicurcumina (DMC; constituindo cerca de 17% do total de curcuminoides) e a
bisdesmetoxicurcumina (BDMC; aproximadamente 5%) (AGGARWAL et al., 2007 e GOEL
etal., 2008). O DMC e o BDMC séo analogos naturais da CCM e também apresentam atividade
bioldgica (KOCAADAM e SANLIER, 2017).

Sabe-se que os polifenois sdo compostos naturais que possuem uma ou mais hidroxilas
ligadas a um anel aromético e que sdo encontrados em frutas, vegetais e grdos. Ainda, 0s
polifendis sdo uma classe de compostos com mais de 8.000 representantes, que atuam na
pigmentacdo, crescimento, reproducao, resisténcia a patdégenos, dentre outras funcdes das plantas.
Esses compostos demonstraram ter efeito antioxidante e parece haver uma relacdo inversa,
encontrada em estudos epidemioldgicos, entre o consumo de dieta rica em polifenois e a
ocorréncia de doencas cronicas (OLIVEIRA, 2002; MEYDANI e HASAN, 2010), visto que
desempenham papeis significativos como eliminadores de radicais livres, doadores de
hidrogénio, agentes redutores e inibidores de oxigénio. Portanto, para combater 0s riscos
potenciais de dano oxidativo (nesse caso, causados pelo exercicio fisico exaustivo), 0 consumo
alimentar de fendlicos pode ser considerado como uma linha de defesa contra toxicos altamente
reativos (AKTER et al., 2019).

2.2.2. Curcumina

A CCM ¢, sem davida, uma das moléculas com maior capacidade bioativa ja descoberta
(SAHEBKAR, 2014) sendo estudada ha mais de trés décadas (SAHIN et al., 2016). A CCM foi
definida por VVogel e Pelletier, ha cerca de 200 anos, como a "substancia que da a cor amarela".
Em meados de 1900, foi declarado que, para ser um componente biologicamente ativo, era
necessario ser antibacteriana e, portanto, a CCM se fez eficaz contra Staphylococcus aureus,
Salmonella paratyphi, Mycobacterium tuberculosis e Trichophyton gypseum. Em 1953,
Srinivasan determinou a existéncia dos curcuminoides da cdrcuma por meio de cromatografia
(DEOGADE e GHATE, 2015; PRASAD et al., 2014; PATIL et al., 2009).
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A denotacéo quimica da CCM ¢é 1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona, enquanto sua formula quimica é C»1H2.006 e a massa molecular absoluta ¢ 368,37
(DEOGADE e GHATE, 2015; ESATBEYOGLU et al., 2012). A CCM ndo é soltvel em agua,
mas sim em acetona, metanol ou etanol (GOEL et al., 2008; JURENKA, 2009), além de ser
sensivel a luz (PRASAD et al., 2014).

2.2.2.1. Propriedades da curcumina

Com os estudos sobre a CCM, foi determinado que a estrutura quimica desta substancia
polifendlica apresenta propriedades antioxidantes equivalente as vitaminas C e E (ATAIE et
al., 2010), e mais potentes do que as de outro polifenol bem estudado: o resveratrol (AFTAB e
VIEIRA, 2010). Além disso, apresenta propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias,
antiangiogénicas, antimutagénicas, antiagregantes, antiepilépticas, analgésicas e
quimioterapicas (DEOGADE e GHATE, 2015; PRASAD et al., 2014; SHEHZAD et al., 2013;
PATIL et al., 2009; SAMARGHANDIAN et al., 2017).

Devido a essas propriedades, a CCM tem um efeito protetor e tem sido utilizada devido
a seus efeitos trombossupressores, cardioprotetores, antiartriticos, hepatoprotetores,
hipoglicémicos, renoprotetores, neuroprotetores, antineoplasicos e antiproliferativos
(MYTHRI e BHARATH, 2012; MERRELL et al., 2009), além do tratamento de tosse, febre,
ictericia, feridas, eczema, inflamacéo nas articulacGes, doencas parasitarias da pele, resfriados
e anemia (SYED et al., 2015).

Ainda, a CCM pode ter um efeito sobre a adiposidade e 0 metabolismo lipidico por meio
de varios mecanismos, incluindo a modulacdo do metabolismo energético e da inflamacéo
(BRADFORD, 2013 e PANZHINSKIY et al., 2014).

A base molecular das propriedades anti-inflamatérias da CCM esta ligada aos seus
efeitos em varios alvos, incluindo fatores de transcricdo, reguladores de crescimento e
moléculas de sinalizagdo celular. A CCM é relatada por influenciar diretamente a atividade de
varios reguladores inflamatdrios (DAVIS et al., 2007).

Danos musculares com a producdo de EROs em resposta a exercicios inatos podem levar
ao aumento da producdo de citocinas inflamatorias, a dor e a déficits de desempenho muscular
(LANIER, 2003).

A CCM tem um papel na supressdo da inflamacdo aguda e cronica, ao bloguear a
formagéo de enzima, como a COX-2, envolvida na inflamag&o. Além disso, sua suplementacéo

estd associada a niveis plasmaticos reduzidos de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
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interleucina-6 (IL-6) e proteina quimiostatica de mondcitos-1 (MCP-1) (RAHMANI et al.,
2018).

A inibicdo da atividade do fator de transcri¢cdo nuclear kappa B (NF-kB) também é de
particular interesse para o uso potencial da CCM no tratamento da perda de massa muscular,
uma vez que a ativacdo do NF-kB é um mecanismo importante para tal perda (ONO et al.,
2015). Outros mecanismos pelos quais a CCM pode exercer efeitos anti-inflamatorios incluem
inibicdo da atividade da p38 quinase e formacéo de EROs, alem da prevencédo da producéo e/ou
liberacdo de outras citocinas (ALAMDARI et al., 2009). Em outro achado, a atividade
antioxidante da CCM foi estabelecida pela inibicdo da iniciacdo controlada da oxidagdo do
estireno, visto que a CCM é um antioxidante fendlico classico, doando atomos de H* dos grupos
fenolicos (BARCLAY et al., 2000). Esta substancia afeta as espécies reativas, capturando os
radicais superoxido, peroxinitrito, 6xido nitrico, radicais peroxila e hidroxila. Ainda, a CUR é
capaz de induzir indiretamente a expressdo de proteinas antioxidantes, como superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
glutationa-S-transferase (GST) e g-glutamil cisteina ligase (gGCL) (SAMARGHANDIAN et
al., 2017 e HU, 2018).

A atividade sequestradora de EROs da CCM pode surgir tanto dos grupos OH fendlicos
como do grupo CH 2 da porgédo B-dicetona. Especificamente, os grupos OH fendlicos da CCM
sdo essenciais para a atividade de eliminacéo de ERO e a presenca dos grupos metoxi aumenta
ainda mais essa atividade, sendo provavelmente um dos mecanismos por meio dos quais a
administracdo de CUR protege as células do dano oxidativo (TAKAHASHI et al., 2014).

2.2.2.2. Metabolitos da curcumina

Existem muitos metabdlitos da CCM, como a di-hidrocurcumina (DHC), tetra-
hidrocurcumina (THC), hexa-hidrocurcumina (HHC), octa-hidrocurcumina (OHC),
glicuronideo de curcumina e sulfato de curcumina (PRASAD et al.,, 2014). A CUR ¢
metabolizada para formar o THC e HHC, juntamente com uma pequena quantidade de acido
di-hidroferulico em ratos (HOLDER et al., 1978). Embora muitos metabolitos fossem
considerados inativos, muitas pesquisas sugerem que alguns desses possuem atividades
biolégicas importantes (WANG et al., 2018), como, por exemplo, o THC, o HHC e 0 OHC,
gue apresentam efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, anticancerigenos e antiplagquetarios
(KOCAADAM e SANLIER, 2017).
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A distribuicéo tecidual da CCM foi estudada em camundongos e ratos. A mesma pode
ser encontrada na mucosa intestinal, no figado, no rim e no coragdo ap6s administragdo oral em
ratos (PAN et al., 1999). No entanto, ha muito pouco conhecimento sobre a farmacocinética e

a distribuicdo tecidual de seus principais metabolitos (WANG et al., 2018).

2.2.2.3. Doses de ingestao de curcumina

Seguranca, ingredientes ativos, interacdes e dosagem de medicamentos sao altamente
importantes no tratamento de doencas. Por esses motivos, pelo fato da CCM ser um produto
natural seguro e por seu custo ser menor do que o dos medicamentos, pode-se supor que a CCM
pode ser usada no tratamento e, ou prevencdo de doencas (KOCAADAM e SANLIER, 2017).

Entretanto, a CCM ainda nao apresenta potencial terapéutico completo. Isso tem sido
em parte devido a preocupac6es com relacéo ao controle de qualidade (pureza e outros atributos
quimicos) e baixa biodisponibilidade oral. Contudo, vérias formulacdes novas e bem
caracterizadas (mais biodisponiveis) ajudaram a facilitar seu estudo crescente e a emergir 0 uso
complementar na medicina ocidental (HU et al., 2018).

A raiz de CUR é relativamente facil de cultivar em areas temperadas e tropicais e, tendo
em vista que tolera uma variedade de tipos de solo, poderia representar um material acessivel e
de baixo custo para uso por pessoas com acesso limitado a produtos farmacéuticos. Além disso,
como a ingestdo de CUR ¢ tolerada em altas doses (ANAND et al., 2007; ARBER et al., 2008;
NGUYEN e FRIEDMAN, 2013), apresenta baixa toxicidade (EPSTEIN et al., 2010 e
KIZHAKKEDATH, 2013) e é rotineiramente consumida como parte normal das dietas de
muitas pessoas, seu potencial de utilidade é aumentado por ndo exigir supervisao intensiva por
profissionais de satde (GAFFEY, 2015).

A CCM é um composto "reconhecido como seguro” pelo FDA (Food and Drug
Administration), e é indicada para consumo por ndo ter qualquer efeito toxico. De acordo com
os relatorios Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), a prépria Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e o European Food Safety Authority
(EFSA), o valor da IDA (Ingestdo Diaria Adequada) de curcumina € de 0-3 mg/kg (JECFA,
2004; FAO, 2004; EFSA, 2014).

Em uma minoria de pacientes, efeitos colaterais como nausea, diarreia, cefaleia,
sonoléncia e dermatite de contato (com uso tépico) foram relatados. Considerando o custo

relativamente baixo e o perfil de seguranca favoravel da CCM, um impacto terapéutico nas
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doengas com esse agente, mesmo que necessite de tratamento em longo prazo ou como
adjuvante, representa uma perspectiva estimulante (HU et al., 2018).

Uma toxicidade minima de doses de até 8.000 mg tem sido descrita em humanos
(ZANDI et al., 2010 e MOGHADAMTOQUSI et al., 2014) e até o0 momento, nenhuma dose
méaxima tolerada foi definida (RAHMANI, 2018). Estudos de toxicidade mostraram que 0
composto é bastante seguro, mesmo em altas doses (até 12 g em humanos) (WAHLSTROM e
BLENNOW, 1978; ANAND et al., 2007; SALEM et al., 2017 e LAO et al., 2006), embora
esteja associada a mau gosto e odor (LAO et al., 2006 e ANAND et al., 2007).

2.2.2.4. Biodisponibilidade da curcumina

Devido a sua absorcdo insuficiente pelo corpo, alta velocidade de metabolismo e alta
eliminacdo, a CCM tem uma biodisponibilidade limitada no organismo, o que reduz os efeitos
terapéuticos desse componente (DEVASSY et al., 2015 e GAFFEY et al., 2015). Esta situacéo
deve-se a sua fraca estabilidade (altamente instavel ao pH intestinal: meia vida em pH 7 <10
min) (CHUN et al., 2003) e a sua baixa absorcdo oral semelhante a maioria dos fendlicos
dietéticos, visto que a CCM ¢ lipossoltvel (CAl et al., 2013 e JAGER et al., 2014). Por isso, é
necessario o desenvolvimento de formulagcdes com aumento da solubilizacdo e resisténcia a
inativacdo por hidrélise (SCHAFFER et al., 2015; GHOSH et al., 2015 e HE et al., 2015).

Assim, sua biodisponibilidade pode ser melhorada de algumas maneiras, incluindo
aquecimento e combinagdo com adjuvantes, como a piperina, que é encontrada na pimenta preta
e age inibindo a glucuronidacdo (agindo sobre a principal enzima metabdlica, a glucuronidase,
que é responsavel pela rapida degradacdo da CCM no figado e no intestino) (AGGARWAL e
HARIKUMAR, 2009; JAYAPRAKASHA et al., 2016) e complexacdo de CCM em fitossomos
(DULBECCO e SAVARINO, 2013 e DI PIERRO FRANCESCO et al., 2013) e complexos
com transportadores, como a albumina do soro bovino, albumina sérica humana, b-
lactoglobulina, imunoglobulina ou quitosana (LI et al., 2015), que também melhoram a
biodisponibilidade via aumento da absorcdo do polifenol, conforme demonstrado em estudos
de caracterizagéo.

Ainda, ha as preparacdes de CCM em nanoparticulas, em que o tamanho das particulas
¢ mantido abaixo de 100 nm em uma suspensdo ou gel, e que mostraram ter aumentado a
biodisponibilidade em nove vezes em comparacdo com a CMM-piperina, tanto em modelo
animal quanto em humanos (NEHRA et al., 2016; RAY et al., 2016 e MANTZOROU et al.,
2018). As nanoparticulas s&o hidrofilicas no exterior e hidrofébicas no interior (SINGH, 2007),
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0 que permite que a nanocurcumina seja solivel em agua, possibilitando que as particulas

entrem na corrente sanguinea e liberem a curcumina (ALAMDARI et al., 2009).

2.3. Concentrado proteico de soro de leite

2.3.1. Recomendacao de proteina

Os efeitos metabolicos da proteina da dieta no balanco de nitrogénio sdo bem descritos,
ja que o aumento da ingestdo desse macronutriente geralmente aumenta a retencdo de
nitrogénio. Além disso, a ingestdo de uma dieta hiperproteica quando comparada a uma
ingestdo tradicional de proteina dietética parece otimizar a sintese proteica muscular em 24
horas, 0 que, teoricamente, pode facilitar a manutencdo ou aumento da massa muscular. Esses
achados séo particularmente importantes para individuos suscetiveis a perda muscular. O
consumo de dietas ricas em proteinas também poupa a massa corporal magra durante a perda
de peso, uma vantagem independente da massa corporal (PASIAKOS, 2015). Evidéncias
também sugerem que tais dietas podem melhorar a regulacéo glicémica em situacdes de déficit
calérico (SMITH et al., 2011), enquanto outros estudos mostraram que 0 consumo de dietas
com maior proteina aumenta a secrecdo de fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-
1) (um dos principais mediadores da salde 6ssea), a absor¢do intestinal de célcio, suprime o
hormbnio da paratiredide e melhora a forca e a massa muscular, 0 que pode resultar em
melhorias de longo prazo na saude 6ssea (MANGANO et al., 2014; TANG et al., 2014).

A qualidade da proteina na dieta é talvez tdo importante para a saide dos musculos e
0Ss0s quanto para a regulacao glicémica. A qualidade reflete as taxas de digestao e absorcao, e
0 contetdo de aminoécidos (AA) indispensaveis de uma determinada proteina. As proteinas
animais sdo consideradas de alta qualidade porque contém altos niveis de todos os AA
indispensaveis, particularmente a leucina, um aminoacido de cadeia ramificada (BCAA),
considerado um regulador independente da sintese proteica muscular. As proteinas lacteas sao
a proteina da mais alta qualidade com base na sua classificacdo de AA indispensaveis, que
reflete a digestibilidade e absorcéo ileal de um AA. Além disso, as propriedades digestivas e
absortivas do soro e da caseina, proteinas constituintes dos alimentos lacteos, provocam uma
entrega rapida, robusta e sustentada desses AA aos tecidos periféericos que podem melhorar a
retencdo de proteina muscular, regulacéo glicémica e satde 6ssea em longo prazo (PASIAKOS,
2015).
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Além dos aspectos nutricionais, as proteinas do soro de leite possuem fungoes
tecnoldgicas, que permitem sua ampla aplicacdo em alimentos e bebidas, melhorando
propriedades como solubilidade, gelatinizacdo, formacdo de espuma, tamponamento e
emulsificacdo (JERVIS et al., 2012).

Essas proteinas sdo importantes também devido a sua acdo bioldgica, por liberarem no
organismo, durante o processo digestivo ou tratamento enzimatico, peptideos bioativos, com
diversos efeitos benéficos para a saude. Dentre as propriedades funcionais desses peptideos,
podem-se citar as acBes anti-hipertensiva, hipocolesterolémica, imunomoduladora,
antioxidante, inibidora do apetite e redutora de gordura corporal (BATISTA et al., 2015).

Para evitar a perda muscular, o Institute of Medicine (IOM) estabeleceu uma quota
dietética recomendada (RDA) para proteinas de 0,8 g/kg/dia. A RDA para proteina é
considerada o nivel de proteina de alta qualidade necessario para quase 98% dos adultos
americanos saudaveis manterem o equilibrio de nitrogénio (NAS, 2005). Recomendacdes de
proteina para os americanos sdo semelhantes as recomendacfes dietéticas internacionais de
proteina (0,83 g/kg/dia) estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011). No
entanto, um aumento na ingestao proteica pode ser metabolicamente vantajoso, principalmente
em individuos fisicamente ativos, como atletas e militares, durante periodos de maior demanda
metabdlica (PHILLIPS, 2014; MOORE et al., 2014; MURPHY et al., 2015).

Como os atletas apresentam necessidade aumentada de nutrientes, a American Dietetic
Association (ADA) e o American College of Sports Medicine (ACSM) recomendam uma faixa
de ingestdo de 1,2 a 2 g/kg/dia. Estas recomendacdes ndo se baseiam apenas no balanco de
nitrogénio liquido, mas também buscam promover a massa muscular e melhorar o desempenho
(PHILLIPS e VAN LOON, 2011; PHILLIPS et al., 2016). Estudos mostram que a ingestéo de
suplementos proteicos aumenta a massa muscular e melhora o desempenho esportivo em
treinamentos de resisténcia (PASIAKOS et al., 2015; MORTON et al., 2017), fornecendo

contexto para sua popularidade.

2.3.2. Composicao do soro de leite

O leite, produto da secrecdo das glandulas mamérias, ¢ um fluido viscoso constituido de
uma fase liquida e particulas em suspensdo, formando uma emulsdo natural, estavel em

condigdes normais de temperatura ou de refrigeracdo. Possui elevado valor nutritivo, sendo o
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unico alimento que satisfaz as necessidades nutricionais e metabdlicas do recém-nascido de
cada espécie (SGARBIERI, 2004).

Os macrocomponentes do leite bovino sdo: agua (87,30%), lactose (4,90%), gordura
(3,80%), proteinas (3,30%) e vitaminas/minerais (0,72%). As particulas suspensas na fase
liquida do leite sdo goticulas de gordura e micelas de caseina. O leite bovino é comercializado
em sua forma liquida, integral ou desengordurada, e pasteurizado ou esterilizado. Essas mesmas
formas séo também comercializadas desidratadas, que é o leite em pé (SGARBIERI, 2004).

O soro de leite pode ser obtido em laboratério ou na industria por trés processos
principais: a) processo de coagulacdo enzimatica (enzima quimosina), resultando no coagulo
de caseinas, matéria-prima para a produgdo de queijos e no soro “doce”; b) precipitagdo acida
no pH isoelétrico (pl), resultando na caseina isoelétrica, que € transformada em caseinatos e no
soro acido; c¢) separacao fisica das micelas de caseina por microfiltracdo, obtendo-se um
concentrado de micelas e as proteinas do soro, na forma de concentrado ou isolado proteico
(BORGES et al., 2001).

O componente proteico do soro fornece uma fonte proteica completa e é rico em AA
contendo enxofre (1,7%) e em AA de cadeia ramificada (26%). E composto por beta-
lactoglobulina (B-LG: 50-60%), alfa-lactoalbumina (a-LA: 15-25%), albumina do soro bovino
(BSA: 6%), lactoferrina (<3%) e imunoglobulinas (<10%) (CORROCHANO et al., 2018).

As principais proteinas do soro, que sdo mais importantes para as propriedades
funcionais na maioria das aplicagdes alimentares, sdo B-LG e a-LA. O tratamento térmico
influencia as propriedades funcionais das proteinas do soro ou os tamanhos de seus agregados.
Em aproximadamente 67,5 a 78°C, a B-LG comega a se desdobrar, e em temperaturas mais altas
de 78 a 82,5°C ocorre agregagdo. A a-LA contribui menos para a agregacdo causada pela
desnaturacdo. A relacdo caseinas: proteinas do soro € bastante variavel entre as espécies de
mamiferos. Esta relacdo € de 80:20 (%) no leite bovino e de bufala, de 20:80 (%) no leite
humano e 82,2:15,8 (%) no leite de cabra. Observa-se que no leite humano a proporgédo de
proteinas de soro é 4 vezes a das caseinas, comparadas com as do leite de vaca e de bufala
(SVANBORG et al., 2015).

Além disso, sequéncias peptidicas especiais das proteinas do soro de leite tém
demonstrado diversos beneficios fisioldgicos. Tais sequéncias peptidicas bioativas geralmente
consistem em 2 - 20 residuos de aminoéacidos e podem ser liberados in vivo por meio da digestdo
gastrointestinal (MADADLOU e ABBASPOURRAD, 2018).
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Pimenta et al. (2006) demonstraram que uma solucdo de proteina de soro de leite
parcialmente lisada proporcionou melhor desempenho fisico, diminui¢&o dos niveis de lactato
sanguineo imediatamente apds a exaustdo, aumento das concentracdes de albumina sérica,
reservatorios de glicogénio muscular e proteina do musculo total em comparacdo com a solucéo

de proteina intacta em ratos jovens.

2.3.3. Aspectos tecnolégicos do concentrado proteico de soro de leite

As principais proteinas do leite sdo a caseina (cerca de 80% do teor de proteina) e as
proteinas do soro de leite (cerca de 20% do teor de proteina). O WP ¢ um “subproduto” da
producéo de queijo (ou pode ser especificamente isolado por meio de uma filtracéo de leite) e
sua proteina é um dos suplementos mais utilizados por atletas e consumidores de produtos de
nutricdo esportiva para apoiar a hipertrofia muscular e melhorar a composi¢édo corporal
(DEVRIES e PHILLIPS, 2015).

O WP ¢é uma fonte importante de AA essenciais, dos quais 0s BCAAs estdo associados
a estimulacdo da sintese proteica do musculo esquelético. Em relagdo a composicdo de AA, o
soro é semelhante as proteinas musculares. Normalmente, o soro apresenta 0s mais altos niveis
de BCAA, bem como a maior concentracio de AA em geral (WROBLEWSKA et al., 2018).

Nos ultimos anos, diversos ingredientes derivados do soro de leite estdo sendo
incorporados em alimentos e bebidas, contribuindo para sua reutilizacéo, tais como o soro de
leite em pd, com concentracdo de proteina de 11 a 14,5%; o concentrado proteico de soro de
leite (WPC — Whey Protein Concentrate), com teor proteico de 35 a 89%; e a proteina isolada
de soro de leite (WPI — Whey Protein Isolate), que contém, no minimo, 90% de proteina em
sua composicdo (JERVIS et al., 2012 e BRANS et al., 2004).

Tanto o WPC quanto o WPI, tendo alto valor nutricional e propriedades funcionais
Unicas, que podem ser incorporados a bebidas esportivas, bebidas substitutas de refeicbes e
formulas infantis. As bebidas proteicas podem ser formuladas em diferentes niveis de acidez,
incluindo o neutro (pH 6-7), levemente acido (pH 4-5) ou altamente &cido (pH <3,5). A proteina
do soro € menos sollvel em seu ponto isoelétrico (pH 5,2) e a solubilidade aumenta com a
diminuicdo do pH (PELEGRINE e GASPARETTO, 2005), tornando o WPC e o WPI ideais
para bebidas acidas. As bebidas de proteina de soro de pH baixo tém maior clareza e passam
por um processo de pasteurizacao térmica mais suave (PARK et al., 2014).
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Entre os tratamentos térmicos mais utilizados pelas indUstrias para conservagédo do leite
encontram-se o tratamento por ultra-high temperature (UHT) e a pasteurizacdo. Entretanto, tais
processos estdo relacionados a alteracfes indesejaveis no produto em relacdo as propriedades
fisicoquimicas e sensoriais. A fim de solucionar estes problemas, a industria de laticinios tem
buscado novas tecnologias para obter um leite com maior vida de prateleira e melhor qualidade
nutricional e sensorial. Neste contexto, a tecnologia de microfiltragdo oferece uma alternativa
interessante ao tratamento térmico do leite, visto que possibilita a obtencdo de um produto com
baixa carga microbiana, além de preservar seus constituintes naturais, gerando um produto com
vida de prateleira estendida e com alta qualidade. Nessa técnica, a forca-motriz responsavel
pela separacdo é o gradiente de pressdo que se forma através de uma membrana. O processo
utiliza membranas com poros na faixa entre 0,1 e 10 um, sendo, portanto, indicado para a

retencdo de materiais em suspensdo e emulsdo (SUDA, 2011).

2.3.4. Metabolismo do concentrado proteico de soro de leite

Apds a ingestdo, a proteina do soro é rapidamente digerida e, uma vez que € solivel em
acido, deixa o estbmago rapidamente, resultando em aumento pronunciado de AA no sangue,
que é considerado critico para a estimulagdo da sintese de proteina muscular. Em comparacéao
com outras proteinas suplementares, as proteinas do soro sdo consideradas proteinas “rapidas”,
enquanto a caseina ¢ considerada uma proteina “lenta”, uma vez que coagula devido ao pH
acido do estdmago (DEVRIES e PHILLIPS, 2015).

Além de ser de féacil digestdo, o WP também promove pico mais elevado de AA
circulantes, como a leucina, que é um AA chave para a ativacdo da sintese proteica muscular
(DEVRIES e PHILLIPS, 2015). Supde-se que uma quantidade maior de leucina resulta em uma
maior taxa de sintese proteica quando associada a um estimulo de treinamento (NABUCO et
al., 2018) por meio do aumento e prolongacdo da resposta de sinalizacdo da mTORC
(mammalian target of rapamycin), que € um complexo enzimatico que integra sinais do status
energético da célula e estimulos ambientais (fatores de crescimento, sinais mitocondriais e
exercicio) para controlar a quebra e a sintese de proteinas (GUILLET et al., 2004; ANTHONY
et al., 2000; DEVRIES e PHILLIPS, 2015).
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2.3.5. Capacidade antioxidante do concentrado proteico de soro de leite

Dentro de cada célula do corpo, processos metabolicos geram radicais livres, e sistemas
antioxidantes estdo no local para desarma-los efetivamente. No entanto, este equilibrio
homeostatico pode ser alterado devido ao excesso de producdo de EROs e ERNs, deplecédo de
antioxidantes, ou ambos. Quando os controles falham, as células sdo expostas a altos niveis de
radicais livres. O estresse oxidativo leva a lesdo celular, com peroxidacéo lipidica e proteica,
quebra de fita de DNA, racemizacdo ou descarboxilacdo de AA, disfuncdo enzimaética e
degradacéo oxidativa de carboidratos. Tais modificacfes séo consideradas agentes causadores
de distdrbios neurodegenerativos, cancer, lesdo hepatica, envelhecimento, fibrose cistica,
pancreatite cronica e doenca cardiovascular. As células protegem-se do dano oxidativo por
meio da prevencédo, reparo ou producdo e/ou absorcdo de antioxidantes na dieta ou seus
precursores. Os antioxidantes enddgenos incluem as enzimas intracelulares SOD, glutationa
(GSH), GPx e CAT (CORROCHANO et al., 2018). Ja os antioxidantes dietéticos bem
documentados incluem acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), polifendis e
carotenoides (FIEDOR e BURDA, 2014).

Recentemente, as proteinas lacteas obtidas a partir do soro do leite tém recebido
consideravel atencdo por sua bioatividade antioxidante (BAYRAM et al., 2008; HARAGUCHI
et al., 2011; ZHANG et al., 2012). O consumo de 150 g de WP/1000 g de dieta preveniu a
oxidagdo das proteinas musculares e manteve baixos os niveis de lipidios peroxidados em ratos
exercitados por oito semanas. O treinamento fisico consistiu em induzir os animais a realizar
saltos (HARAGUCHI et al., 2011).

O principal mecanismo pelo qual o WP exerce suas propriedades antioxidantes é
baseado em sua capacidade de aumentar os niveis de GSH, visto que as proteinas do soro de
leite sdo ricas em cisteina e a sintese de GSH ¢é limitada pela disponibilidade desse aminoécido
(MCPHERSON e HARDY, 2011; SHEIKHOLESLAMI e AHMADI, 2012); CAT, GPx e
SOD, mas também por estimular a via de sinalizacdo molecular do Nrf2, sendo este um fator
de transcrigé@o nuclear que controla a expressdo e a indugédo coordenada de uma bateria de genes
defensivos que codificam enzimas desintoxicantes e proteinas antioxidantes. Este & um
mecanismo de importancia critica para a protecéo e sobrevivéncia celular (XU et al., 2011).

Ressalta-se que varios peptideos sintéticos derivados de B-LG e a-LA e AA livres
liberados durante a hidrélise também demonstram atividade antioxidante. Entretanto, a poténcia

antioxidante dos produtos de soro € menor do que os antioxidantes vegetais conhecidos, embora
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0 WP possa ser adicionado aos alimentos em concentragdes muito mais altas. Futuros estudos
devem se concentrar no efeito sinérgico ou antagonista de novas combinag@es de produtos de
soro de leite com outros antioxidantes conhecidos (CORROCHANO et al., 2018).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcumina no
controle metabdlico, inflamacdo e estresse oxidativo em ratos Wistar submetidos a exercicio

exaustivo.

3.2. Objetivos especificos

e Desenvolver um concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcumina;

e Determinar a concentracdo dos compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante do
WPC, WPC adicionado de CCM e da CCM bem como sua composicéao centesimal;

e Auvaliar as medidas biométricas e de consumo alimentar dos animais;

e Avaliar a funcédo hepaética, renal e o balanco proteico dos animais;

e Analisar a expressdo génica de TNF-a, IL-6 e 1L-10 no figado dos animais;

e Auvaliar o estresse oxidativo no figado por meio da quantificacdo dos produtos da
oxidacdo (malondialdeido, 6xico nitrico e proteina carbonilada), e por meio da atividade
das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido dismutase e glutationa-S-transferase);

e Avaliar as areas de depdsitos de gordura e infiltrado inflamatorio no figado dos animais.

4. METODOLOGIA

Esse trabalho é continuacdo de uma dissertagdo de mestrado intitulada: “Concentrado
proteico de soro de leite adicionado de extrato de curcuma desenvolvido por secagem em leito

de espuma e spray drying: aspectos nutricionais e tecnoldgicos”.

4.1. Produto teste

4.1.1. Curcumina
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Os animais receberam CCM (Theracurmin®; Theravalues, Téquio, Japdo) altamente
absorvivel e dispersa em nanoparticulas coloidais. A Theracurmin® consiste em 30 w/w% de
CCM e apresenta 27 vezes mais biodisponibilidade do que a CCM convencional. Sua

composicao quimica encontra-se disponivel no Anexo 1.

4.1.2. Desenvolvimento de um concentrado proteico de soro de leite (WPC) pelo método de

secagem spray drying

O leite para a fabricacdo do concentrado proteico de soro foi obtido do estabulo da
Universidade Federal de Vicosa-MG, sendo submetido a microfiltracdo para obtencdo do soro
de leite. Foram coletadas amostras de quatro dias de producéo de queijo. O soro foi armazenado
em embalagens plasticas com tampa, identificadas e armazenadas em freezer (-80 °C) até o
momento de sua utilizacdo.

O procedimento de secagem do soro de leite foi conduzido em um secador de
pulverizacdo de nivel Unico, modelo Unico (modelo MSD 1.0), equipado com um bico de
pulverizacdo de 1 mm de diametro (Labmag, Brasil). As taxas de ar e de fluxo de produto, bem
como a temperatura do ar foram definidas mediante testes iniciais, seguindo a metodologia
proposta por Perrone e colaboradores (2013), em que o ar de entrada e o fluxo de saida do
produto é de, 170+ 2°Cel L h'l.

A caracterizacao do WPC foi realizada de acordo com a AOAC (2012), em triplicata. O
teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico a 105 ° C até peso constante. A
proteina foi determinada pelo método 991.20 (N x 6,38) (AOAC, 2012), a lactose pelo método
ISO 22662/IDF198 (BRASIL, 2017), os lipidios pelo método 989.05 (AOAC, 2012) e cinzas
pelo método 942.05 (AOAC, 2012). Os resultados foram expressos em base seca. O valor
energético total foi calculado utilizando-se o fator de conversdo de 4,0 kcal g-1 para
carboidratos e proteinas, e 9,0 kcal g-1 para lipidios (MERRIL & WATT, 1955).

4.1.3. Concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de curcumina

A CCM foi adicionada ao WPC de modo que se obtivesse um produto com a
concentragdo de 0,8 g de curcumina em cada 100 g de WPC. Para este célculo, considerou-se
uma ingestdo de 3,0 mg/kg/dia de curcumina (valor maximo da IDA para humanos (FAO,

2004)) para um individuo de 70 kg e que realiza uma substitui¢do de proteina por meio do WPC



37

de 0,3 g/kg/dia (SCHOENFELD e ARAGON, 2018). Assim, a substituicdo de proteina nos
animais, por meio do WPC, correspondeu a 30% das necessidades estipuladas para ratos em
fase de manutencdo (REEVES et al., 1993), sendo essa substituicdo de acordo com a que €

utilizada em humanos.

4.2. Determinacao dos compostos fenolicos totais e atividade antioxidante do WPC, WPC
adicionado de CCM e CCM

4.2.1. Obtenc&o dos extratos

Para o preparo dos extratos, utilizaram-se 2 g de cada amostra e 20 mL de solucéo de
extracdo composta de acetona: dgua (70:30 v v1). As misturas foram submetidas & agitagdo em
banho metabdlico (DUBNOFF, modelo MA-093) (180 rpm), em temperatura ambiente por 15
minutos. Apds, as amostras foram centrifugadas (Multi-purpose centrifuge, NF 1200/1200R,
14000 rpm) por 15 minutos e as fragdes dos sobrenadantes foram filtradas em papel de filtro, e
seus volumes completados para 20 mL com solucgéo extratora. Os extratos foram armazenados
em frasco ambar a -18 °C. Aliquotas dos extratos foram utilizadas para a estimativa de fendlicos

totais e teste antioxidante.

4.2.2. Estimativa da concentracgdo de fendlicos totais

A concentracdo de fendlicos totais nos extratos foi estimada utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia proposta por Singleton et al. (1999). Foram
adicionados em tubos de ensaio 500 pL do extrato, 500 uL de reagente de Folin-Ciocalteau a
20% diluido em &gua (Sigma-Aldrich, Alemanha) ¢ 500 pL de solugdo de carbonato de sodio a
7,5% (diluido em &gua). Realizou-se agitacdo em vortex (Bio Vortex V1 BIOSAN®) e, em
seguida, as amostras foram deixadas para reagir por 30 minutos. A absorbancia foi lida em
espectrofotémetro (Thermo Scientific, Evolugdo 60S, EUA), em comprimento de onda de 760
nm. Uma curva analitica foi construida a partir da leitura da absorvancia de solugbes com
diferentes concentragdes (0,006-0,09 mg/mL) de &cido gélico (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de

amostra (mg AGE/g de amostra).
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4.2.3. Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade de retirada de radical (ARR) das amostras foi determinada a partir dos
extratos preparados para a andlise de fendlicos totais, utilizando o método do radical DPPH
(2,2-difenil-2-picril-hidrazila) (BLOOR, 2001). Uma aliquota de 100 pL dos extratos foi
adicionada de 1500 pL de solug¢do metanolica de DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha). Realizu-
se agitacdo em vortex e, em seguida, os extratos foram deixados em repouso por 30 minutos,
ao abrigo da luz. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (ThermoScientific, Evolution
60S, EUA) a517 nm. Os resultados foram expressos em mM de equivalente de trolox por grama
de amostra (mM trolox/g de amostra).

As analises foram realizadas no Laboratorio de Andlise de Vitaminas (DNS/UFV).

4.3. Delineamento experimental

4.3.1. Célculo amostral

Os animais foram alocados em seis grupos experimentais, contendo oito animais em cada
grupo de acordo com 0 método proposto por Conagin (1959), no qual cada animal € considerado
uma repeticdo, de modo que a diferenca da média dos pesos entre 0s grupos nao excedesse dez
gramas (Quadro 1). Foi considerado um estudo prévio com modelo animal e desfecho similar
ao da presente pesquisa (MAITHILIKARPAGASELVI et al., 2016).

Para o calculo amostral, utilizou-se a seguinte equacdo (Conagin, 1959):

r =2 X %X (ta + tB) * (ta + tB)/d?, em que:
r = nimero de repeti¢des calculado
s? = variancia dos dados de referéncia
ta = probabilidade do erro tipo 1 em funcdo do grau de liberdade do residuo
tB = probabilidade do erro tipo 2 em funcédo do grau de liberdade do residuo
d = distancia minima entre médias.

Quadro 1. Variaveis a serem utilizadas para o calculo amostral.

Média+DP Média+DP Média+DP
Grupo 1 Grupo 2 Para formula
Peso (9) 306,99+ 74 280,9+ 2,6 2939+5
N 10 10 10

Fonte: MAITHILIKARPAGASELVI et al., 2016
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§2=25
ta= 2,262, considerando « de 0,05
tp = 1,833, considerando S de 0,1
d=10g
2 X 25x(2,262+1,833) x (2,262+1,833)/(10%) - 8 animais

4.3.2. Animais

Foram utilizados 48 ratos machos (adultos jovens), com 12 semanas de vida, da
linhagem Wistar (Rattus novergicus, variedade albinus, Rodentia), provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade Federal de Vigosa.

O transporte dos animais do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude até o Departamento de Nutri¢do e Satde (Laboratério de Nutri¢cdo Experimental) foi feito
em carro proprio e em curto espaco de tempo. Durante o transporte, os animais tiveram livre
acesso a agua e racao, e cuidados adicionais para a manutencdo de uma temperatura agradavel
aos animais foram tomados.

Os animais foram mantidos em gaiolas de aco inoxidavel individuais, com ciclo de
claro/escuro de 12 horas e temperatura média de 22 + 2 °C, durante todo o periodo experimental.

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude (DNS) da Universidade Federal de Vigosa, MG, no periodo

de janeiro a abril de 2019 (periodo de aclimatacdo + 4 semanas de experimento) (Figura 1).

4.3.3. Dietas experimentais

Todos os animais receberam dieta padrdo comercial até atingirem 12 semanas de vida,
idade em que se deu inicio o experimento com a alocacdo dos animais aos seus respectivos
grupos de tratamento. A partir de entdo, as dietas experimentais foram formuladas de acordo
com as recomendacdes AIN-93M, propostas pelo American Institute of Nutrition (1993) para
manutencao de animais adultos, sendo elas: dieta AIN-93M (controle), na qual a fonte proteica
utilizada foi a albumina; dieta WPC + CCM, na qual 30% (36 g) da necessidade de proteina
foram advindos do WPC, considerando sua pureza, e o restante de albumina, mais a adigédo de
CCM; e dieta CCM, que é a dieta AIN-93M acrescida de CCM isolada, também considerando

sua pureza (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicgéo das dietas experimentais.
g/kg de dieta

Ingredientes

AIN-93M WPC+CCM CCM
Amido de Milho 455,7 455,7 455,7
Albumina* 150,0 105,0 150,0
Maltodextrina 155,0 155,0 155,0
Sacarose 100,0 99,0 99,0
Oleo de Soja 40,0 40,0 40,0
Celulose 50,0 50,0 50,0
Mistura de Minerais 35,0 35,0 35,0
Mistura de Vitaminas 10,0 10,0 10,0
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
WPC - 44,0 -
Theracurmin® - 1,2 1,2

Fonte: Reeves et al., 1993; WPC: whey protein concentrado. *Considerou-se a albumina
como tendo 80% de proteina.

Todos os ingredientes foram pesados em balanca semi-analitica da marca Gehaka®,
modelo BG2000, misturados manualmente e peneirados em peneiras de plastico. As dietas
foram confeccionadas em po e foram armazenadas protegidas da luz, em temperaturas de 0 a

4°C, até 0 momento da sua utilizacdo. Os animais receberam agua destilada e dieta ad libitum.
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4.3.4. Desenho experimental

Os animais foram divididos randomicamente em seis grupos experimentais (n=8), conforme demonstrado abaixo:

. | N ]
f,;‘; " e Ratos Wistar
A3 A R, n=48
2/ &n Yt
p = "-_‘\ ==, y i 1\; T, . -" ""-_‘\.l‘L =, P o 1\; =, y -" ""-_‘\.l‘L i, P i 1\; =,
T + 4 2 * - % h"'f_ 2 * - % h"fl_ 2 h"";_
G1 G2 G3 G4 G5 G6
AIN-93M AIN-93M WPC + CCM WPC + CCM CCM CCM
n=8 TE n=8 TE n==8 TE
4 semanas n=8 4 semanas n=8 4 semanas n=8
4 semanas 4 semanas 4 semanas

G: grupo; AIN-93M: dieta padrdo; WPC+CCM: whey protein concentrado adicionado de curcumina; CCM: curcumina; TE: animais submetidos

ao teste de exaustao.

Figura 1. Desenho Experimental.
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4.3.5. Protocolo de exercicio exaustivo

Os animais dos grupos G2, G4 e G6 foram submetidos a um teste exaustivo agudo
em natacdo, ap6s 4 semanas de consumo das dietas experimentais. Os animais foram
forcados a nadar até a exaustdo, suportando um peso de 5% do peso corporal fixo a cauda
(VENDETTI e DI MEO, 1996). A exaustdo foi definida quando o rato permaneceu submerso
por 10 segundos ou quando ndo conseguiu mais manter Seus movimentos corporais
(DAWSON e HORVATH, 1970).

O teste foi realizado no Laboratorio de Biologia do Exercicio (BioEx), em um tanque
de alvenaria azulejado (largura: 65 cm, comprimento: 75 cm, altura: 85 cm), com altura da

agua de 45 cm e temperatura em torno de 28°C+1°C.

4.3.6. Eutanasia e dissecacao dos 6rgaos

Os animais foram eutanasiados 24 horas ap0s a realizacdo do exercicio exaustivo, no
Laboratorio de Nutricdo Experimental (DNS/UFV), por uma equipe treinada em ambiente
tranquilo e adequado, longe da sala de experimentacao.

Utilizou-se anestésico inalatério como agente de eutanasia, em funcdo da
necessidade de coleta de sangue, como forma de minimizar os efeitos do estresse na
manipulacdo dos animais. Apos serem submetidos a um jejum de 12 horas, 0s animais foram
anestesiados de 3 a 5 minutos com Isoflurano a 3 % (lIsoforine, Cristalia® Brasil), utilizando
circuito simples com fluxdmetro, acoplado a um cilindro de oxigénio. Os animais foram
acondicionados individualmente em caixas transparentes e vedadas para saturacdo do
anestésico, ampliando, assim, os efeitos aguardados da sedacéo e anestesia profunda. Foram
avaliados parametros fisiologicos e reflexos para averiguacdo do grau de sensibilidade da
anestesia para que os animais pudessem ser submetidos a exsanguinacdo total. Todo
procedimento foi feito com objetivo de favorecer uma morte humanitaria dos animais (RN
n°37, 2018).

O sangue foi coletado por pungéo cardiaca e posteriormente centrifugado a 1.006x g
por 10 minutos (FANEM®, Sio Paulo, Brasil) para obtencio do soro, sendo o mesmo
armazenado a -80 °C para analises posteriores. O figado também foi pesado e congelado para

andlises, sendo que uma pequena porcéao foi separada para as analises histologicas.
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4.4. Medidas biométricas e de consumo alimentar

O peso corporal dos animais foi avaliado semanalmente (Mettler Toledo®, Brasil),
sendo que o peso final de cada animal foi subtraido do peso inicial para determinacdo do
ganho de peso.

O consumo alimentar também foi avaliado semanalmente a partir da diferenca de
peso (em gramas) entre a quantidade de dieta ofertada e a quantidade restante ndo consumida
nos comedouros somada as sobras do fundo da gaiola.

O indice de massa corporal (IMC) foi obtido pela relagdo entre o peso e o quadrado
do comprimento naso-anal (NOVELLI et al., 2007).

A Circunferéncia Abdominal no inicio e ao final do experimento foi obtida no ponto
médio entre o crénio e 0s membros pélvicos do animal (PEREIRA et al., 2012).

A relacdo entre o0 ganho de peso (g) e a ingestdo alimentar foi utilizada para o célculo
do coeficiente de eficacia alimentar (CEA) ((ganho de peso final/consumo alimentar total) x
100) (DA SILVA et al., 2016).

4.5. Analises bioquimicas

Foram avaliadas as concentracdes plasmaticas de bilirrubina total, direta e indireta;
acido urico, fosfatase alcalina, glicose, proteinas totais, albumina, globulina, relagédo
albumina/globulina, alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase. As analises
foram realizadas na Divisdo de Saude da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG,
Brasil. O procedimento metodolégico foi realizado de acordo com a recomendacdo do
fabricante dos kits (Bioclin®, Inc.) e as leituras efetuadas no equipamento BS-200
(Mindray®, Inc.).

4.6. Expressao génica

4.6.1. Extracéo do RNA

O RNA total das amostras foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen®,
Carlsbad, CA, EUA). Em microtubos de 2 mL, foi adicionado 1 mL de Trizol para cada 50-
100 g de amostra. Em seguida, a mesma foi macerada com homogeneizador de tecidos e

foram adicionados 200 uL de cloroférmio. Agitou-se manualmente por 3 minutos. Apos
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centrifugacgdo (15.000 xg/10min), a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo de
2 mL, no qual foi adicionado 1 mL de isopropanol e incubada a -80°C por 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi entdo centrifugada a 12.000 xg por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado, e adicionou-se 500 pL de etanol 75% no precipitado. As
amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7.500 xg por 5 minutos a 4 °C. Ap6s
descarte do sobrenadante, as amostras foram ressuspendidas em 30 pL de agua ultrapura.

Ap0s essa etapa, as amostras foram tratadas com RQ1 DNAse (Promega, Madison,
EUA) utilizando 1,5 U de enzima por reacdo. As reacdes foram incubadas a 37 °C por 30
minutos, e ap6s o periodo de incubacdo a enzima foi inativada pela incubacdo a 70 °C por

10 minutos.

4.6.2. PCR quantitativo (QPCR)

O gPCR foi realizado utilizando o kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System (Promega,
Madison, EUA). Para cada reacdo, foram utilizados 10 uL. de Master Mix (2X), 0,4 uL de
enzima GoScript™ RT Mix (50X) e 0,4 uL de cada primer (forward e reverse). Padronizou-
se a concentracdo de 600 ng/mL de RNA e a agua foi adicionada para completar o volume
final de 20 pL. As sequéncias dos primers utilizados estéo descritas no Quadro 2.

A amplificagdo e detec¢do foram realizadas com o sistema Eco™ Real-Time PCR
(Illumina, CA, EUA), com as seguintes condicdes de reacdo gPCR: transcricdo reversa a 48
°C por 15 minutos, desnaturacao a 95 °C por 10 segundos, anelamento e extensdo a 60 °C
por 30 segundos.

Para calculo do aumento da expressdo do gene utilizou-se 0 método 2~ 2<,

As analises foram realizadas no Laboratorio de Imunovirologia (DBG/UFV).

Quadro 2. Sequéncias de primers para analise de gPCR.

Gene Forward Reverse
GAPDH | ATG ACT CTA CCC ACG GCA AG GGA AGATGG TGATGGGTT TC
TNF-a TGG GCT ACGGGC TTG TCACTC GGG GGC CACCACGCTCTT
IL-6 TCC TACCCCAACTTCCAATGCTC | TTGGATGGTCTT GGT CCT TAG CC
IL-10 TTG AAC CAC CCG GCATCT AC CCA AGGAGTTGC TCCCGTTA
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4.7. Andlise de estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado por meio da quantificacdo dos produtos da oxidacao
(malondialdeido (MDA), éxico nitrico (ON) e proteina carbonilada (PC)) e por meio da
atividade das enzimas antioxidantes (catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e
glutationa-S-transferase (GST)) no Laboratdrio de Patologia Experimental (DBA/UFV).

Todos os resultados foram normalizados segundo o teor de proteinas totais presentes
em cada amostra e foram expressos em pumol/L por mg de proteina (BRADFORD, 1976). A
curva analitica de proteinas foi preparada com solugdo de albumina de soro bovino (Sigma
Aldrich®, Inc.). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific®,
Multiskan GO) a 700 nm.

4.7.1. Obtengdo do homogenato

Para obtencdo do homogenato, 150 mg do tecido hepatico foram homogeneizados
em 1,5 mL de tampéo fosfato e centrifugados a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi armazenado para as analises de MDA, ON, CAT, SOD, GST e proteinas
totais. J& o pellet formado foi utilizado para quantificacdo de PC.

4.7.2. Atividade da superoxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada a partir da sua habilidade em eliminar o radical
livre superdxido e peroxido de hidrogénio, diminuindo, assim, a auto-oxidacao do pirogalol
(DIETERICH et al., 2000).

4.7.3. Atividade da catalase

A atividade da CAT foi determinada por meio da taxa de decaimento, durante 60
segundos, do peroxido de hidrogénio (H202) por espectrofotometria a 240 nm. (AEBI,
1984).

4.7.4. Atividade da glutationa S-transferase

A atividade da GST foi medida com base na sua habilidade de metabolizar o 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB), conjugado com a glutationa reduzida (GSH) por
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espectrofotometria a 340 nm. A leitura da absorbancia foi verificada em diferentes
momentos até serem completados 90 segundos de reacdo (HABIG e JAKOBY, 1981).

4.7.5. Malondialdeido

A peroxidacao lipidica foi medida por meio dos niveis de MDA. Este é considerado
um dos metabolitos reativos ao acido tiobarbiturico que, quando aquecido em meio &cido,
forma um produto de coloracao résea. A concentracdo de MDA foi determinada usando a
curva padrdo de concentragdes conhecidas de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO)
(WALLIN et al., 1993).

4.7.6. Oxido nitrico

A producéo de ON foi estimada pela producdo de NO2/NO3 pela reacéo padrao de
Griess (TSIKAS, 2007). Foram incubados 50 uL de sobrenadantes de cada amostra e 100
uL de solugdo AB (1% sulfanilamida, 0,1% N-(1-Naftil) etilenodiamina e 2,5% H3PO4) a
temperatura ambiente, por 10 minutos. A conversdao da absorbancia em concentragdes
micromolares de NO foi obtida a partir de uma curva padrdo de nitrito de sddio (0—125 uM)
e expressa em concentragdes de NO (umol/L). A leitura foi realizada em espectrofotometro
a 570 nm.

4.7.7. Proteina carbonilada

A concentracdo de proteinas carboniladas foi medida utilizando o procedimento 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com base nos grupos carbonil que reagem com DNPH
(LEVINE et al., 1990).

4.8. Analises histologicas

Fragmentos do figado de todos os animais foram removidos e fixados em
formaldeido em temperatura ambiente. Apds fixacdo, os tecidos foram desidratados em
gradiente crescente de etanol (70 % até absoluto) e incluidos em resina contendo

endurecedor (Leica, Historesin®). Foram obtidos cortes histolégicos semi-seriados com 3
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um de espessura em microtomo automatico Leica® utilizando-se navalha de vidro, e
submetidos a coloragdo pela técnica Hematoxilina/Eosina. As laminas (Precision®) foram
montadas com Entellan (Merck®) e analisadas em microscopio de luz (LEICA DM750).

As imagens das seccdes histologicas foram capturadas com a objetiva de 20X por
meio da camera digital LEICA MC170 HD. A partir de 10 fotos por animal, foram
quantificadas as areas contendo vesiculas lipidicas e infiltrado inflamatorio por meio do
aplicativo ImagePro-Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics) por meio da contagem manual
de pontos sobre o tecido (SABARENSE et al., 2012). A analise histomorfométrica
considerou a insercéo de 1230 pontos sobre a imagem.

O grau de esteatose foi avaliado de acordo com uma escala de 5 graus: grau 0, se 0
percentual de gordura fosse ausente ou menor que 5%; Grau 1, se > 5% e <25%; Grau 2, se
> 25% e <50%; Grau 3, se > 50% e <75%; e grau 4, se > 75% (TURLIN et al., 2001)

As analises foram realizadas nos laboratérios de Patologia Experimental
(DBA/UFV) e Biologia Estrutural (DBG/UFV).

4.9. Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. As
comparacg0es entre dois grupos (grupo que ndo realizou o teste x grupo que foi submetido ao
teste em natacdo) foram realizadas por meio do teste t ou mann whitney a depender da
normalidade. As comparagdes entre todos os grupos foram realizadas pela analise de
variancia, ANOVA one way, seguida do teste post hoc de Tukey para os dados com
distribuicdo paramétrica, enquanto que, para os dados ndo paramétricos, foi aplicado o teste
de Kruskal Wallis complementado pelo teste de compara¢des maltiplas de Dunn'’s.

O processamento e analise estatistica dos dados foram realizados utilizando o
software SPSS versdo 20 para Windows (SPSS INC. Chicago, IL. USA) e STATA verséo
13, sendo adotado como nivel de significancia estatistica um a de 5%. Os resultados foram
expressos como media + desvio padrdo para resultados com distribuicdo paramétrica e
mediana = minino e maximo para resultados ndo paramétricos.

Para a construcdo dos gréaficos utilizou-se o software GraphPad Prism, verséo 6 para
Windows (GraphPad Prism Inc, EUA).
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4.10. Aspectos Eticos

Esse projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o nimero de protocolo 72/2018 (Anexo

).
5. RESULTADOS
5.1. Composicéo centesimal do concentrado proteico de soro de leite

O WP desenvolvido e utilizado nesse estudo foi obtido por meio de uma secagem por
atomizacédo (spray drying) e foi do tipo concentrado, apresentando teor proteico de quase
88% (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo centesimal do concentrado proteico de soro de leite.

Composicéo centesimal (%)

Umidade 5,90
Lipidios 0
Cinzas totais 2,61
Proteinas 87,61
Carboidratos totais 0,04
VET kcal 350,60
DE 3,5

Valores expressos em base seca. VET: valor energético total,
DE: densidade energética.

5.2. Concentragdo dos compostos fenolicos totais e atividade antioxidante do
concentrado proteico de soro de leite, curcumina e concentrado proteico de soro de leite

adicionado de curcumina

A CCM apresentou maiores concentracdes de fendlicos totais e maior capacidade
antioxidante em comparagdo ao WPC (p<0,05) (Figura 2). N&o se encontrou diferenca
significativa nas concentracdes de fendlicos e na capacidade antioxidante do WPC+CCM
em relacdo & CCM e ao WPC puros.
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Figura 2. Fenolicos totais (A) e capacidade antioxidante (B) do whey protein concentrado (WPC),
curcumina (CCM) e whey protein concentrado adicionado de curcumina (WPC+ CCM). Dados
expressos em mediana (minimo-maximo). Medianas seguidas pela mesma letra nao diferem entre
si pelo teste de Kruskal Wallis complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s.

5.3. Medidas biométricas e de consumo alimentar

O consumo de WPC+CCM, bem como da CCM isolada, ndo alterou as medidas

biométricas e de consumo alimentar dos animais (p>0,05) (Tabela 3).



Tabela 3. Medidas biométricas e de consumo alimentar de ratos sedentarios que foram ou n&o submetidos a teste exaustivo em natag&o.

Parametros AIN-93M _ AIN-O3MTE _ WPC+CCM __ VPC+CCMTE __ CCM CCM TE
Pesoinicial  306,54+30,96  338,30+32,61  332,87+4353  335,36%32,95 334,36x31,62 334,82+ 31,69
Peso final 374,87+34,16  397,95+42,50  380,290+61,30  391,54+36,57 389,88+4143  388,99+35,38
Ganho de peso  68,32420,35  59,65222,97 53,37+24,22 56,17410,95  5552+13,37  54,17+16,06
PC inicial 17 (15-18)  17(16,5-18)  16,75(15-185)  16,5(155-18) 16,5 (15,5-18) 17 (15-18)
PC final 18 (16,5-20) 18,5 (18-20,5) 19 (18-20,5) 18,5(18-19,5) 18,5 (18-20,5) 18 (17,5-19,5)
Ganho PC 1,78+1,03 1,6421,02 2,37+0,95 1,92+0,34 2,18+0,75 1,5020,59
CAT 593,77458,66  653,61£80,54  596,46+42,32  627,05£50,03 607,78+61,49  635,11+55,81
IMC 0,57+0,03 0,59+0,03 0,57+0,03 0,55+0,04 0,57+0,05 0,61+0,03
CEA 11,48+3,09 8,9612,58 10,2742,17 9,011,95 9,06+1,67 8,5042,28

Dados expressos em média + DP ou mediana (minimo-méximo). Médias ou medianas sem letra significa que ndo houve diferencas
significativas entre os grupos experimentais (p> 0,05) pelo teste t ou mann whitney e ANOVA one way, seguida do teste post hoc
de Tukey ou teste de Kruskal Wallis complementado pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn’s. AIN-93M: grupo dieta padréo;
AIN-93M TE: grupo dieta padrdo submetido a teste de exaustdo; WPC+CCM: grupo whey protein concentrado adicionado de
curcumina; WPC+CCM TE: grupo WPC + CCM submetido a teste de exaustdo; CCM: grupo curcumina; CCM TE: grupo CCM
submetido a teste de exaustdo. PC: perimetro da cintura; CAT: consumo alimentar total; IMC: indice de massa corporal; CEA:
coeficiente de eficiéncia alimentar; (n=8).
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5.4. Variaveis bioquimicas

Observou-se que 0 WPC+CCM foi capaz de reduzir a glicemia dos animais quando
comparados aos grupos AIN-93 M TE e CCM TE (p<0,05). Ainda, também se nota que no
grupo controle, os animais que foram submetidos ao teste de exaustdo (AIN-93 M TE)
apresentaram maiores valores de AST quando comparados aos animais que nao realizaram o
exercicio (AIN-93 M) (p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Variaveis bioguimicas de ratos sedentérios que foram ou ndo submetidos a teste exaustivo em natagéo.

Variaveis AIN-93 M AIN-93 M TE WPC+CCM WPC+CCM TE CCM CCM TE VR
Bilirrubina total (mg/dL) 0,11 (0,10-0,14)  0,10(0,08-0,12) 0,11 (0,09-0,13) 0,10 (0,09-0,14) 0,11 (0,09-0,13) 0,11 (0,09-0,14) 0,02 0,18
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,05 (0,03-0,07) 0,05 (0,03-0,05) 0,06 (0,05-0,06)  0,05(0,04-007)  0,05(0,04-0,07) 0,05 (0,03-0,07) 0,01 0,10
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,06 (0,04-0,08) 0,06 (0,04-0,07)  0,05(0,03-0,07)  0,05(0,04-007)  0,05(0,03-0,08) 0,06 (0,05-0,09) 0,00 — 0,30
Acido trico (mg/dL) 1,00 (0,60-1,50) 1,20 (0,60-1,60) 0,65 (0,40-0,90) 0,70 (0,60-1,50) 1,10 (0,70-2,10) 1,20 (1,10-1,40) 1,032
Fosfatase alcalina (U/L) 112,66+18,00 125,71+24,86 1124953 135,14+31,61 130,00+15,97 136,62+21,98 56— 153
Glicose (mg/dL) 194,71+26 524 215,14+29,38%  169,63+23,20°  189,43+29,05°%  19563+36,73A  21313+22,814 72— 193
Proteinas totais (g/dL) 6,20 (5,80-6,50) 6,30 (5,70-6,60) 6,10 (5,80-6,30) 6,00 (5,60-6,70) 6,30 (6,10-6,70) 6,35 (5,80-7,30)  4,0- 6,9
Albumina (g/dL) 3,07+0,17 2,970,16 3,00£0,27 2,98+0,26 3,2140,22 3,22+0,20 20-35
Globulina (g/dL) 3,10 (2,80-3,30) 3,20 (3,00-3,60) 3,00 (2,80-3,70) 3,10 (2,80-3,30) 3,05 (2,90-3,50) 3,05 (2,80-4,00) 2,10 — 5,40
Relacio A/G 1,00 (0,90-1,10) 0,90 (0,80-1,00) 1,00 (0,60-1,10) 1,00 (0,80-1,00) 1,00 (0,90-1,20) 1,05 (0,80-1,10) -
AST (U/L) 93 (40-124)8 135 (98-200y" 1105 (82-222)% 130 (71-157)" 87 (68-160)" 148 (83-465)% 61210
ALT (U/L) 25 (21-40) 27 (23-32) 29 (20-70) 25 (17-33) 26,5 (19-45) 29 (23-62) 3882

Fonte: Lima et al., 2014. Dados expressos em médiaxDP ou mediana (minimo-maximo). Média ou mediana seguida pela mesma letra na mesma linha néo diferem entre si. As
letras minusculas indicam comparagdes entre os todos os grupos pela ANOVA one way, seguida do teste post hoc de Tukey ou teste de Kruskal Wallis complementado pelo teste
de comparagdes multiplas de Dunn’s. As letras mailsculas indicam comparagdes entre 0 mesmo grupo (animais que ndo foram submetidos ao teste x animais que foram
submetidos ao teste em natacéo) pelo teste t ou mann whitney. Médias ou medianas sem letra significa que ndo houve diferengas significativas entre os grupos experimentais (p>
0,05). AIN-93M: grupo dieta padrdo; AIN-93M TE: grupo dieta padrdo submetido a teste de exaustdo; WPC+CCM: grupo whey protein concentrado adicionado de curcumina;
WPC+CCM TE: grupo WPC + CCM submetido a teste de exaustdo; CCM: grupo curcumina; CCM TE: grupo CCM submetido a teste de exaustdo. Relacdo A/G: relacdo
albumina/globulina; AST: aspartato amino transferase; ALT: alanina amino transferase. VR: valor de referéncia; (n=8).
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5.5. Expresséo génica de TNF-a, IL-6 e IL-10

No presente estudo, foi verificado que a expressao génica de TNF-a e IL-6 foi maior no
grupo controle submetido ao teste de exaustdo (AIN-93 TE) quando comparada aos demais
(p<0,05). A expresséo de IL-10 foi maior no grupo WPC+CCM em relacdo aos demais grupos

(p<0,05), exceto em relacdo ao grupo WPC+CCM TE, que ndo apresentou diferencas
significativas (Figura 3).
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Figura 3. Niveis de expressdo génica de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (A), interleucina 6
(IL-6) (B) e interleucina 10 (IL-10) (C), no figado de ratos sedentarios que foram ou néo
submetidos a teste exaustivo em natacdo. Dados expressos em média = DP. Médias seguidas pela
mesma néo diferem entre si pela ANOVA one way, seguida do teste post hoc de Tukey. AIN-93M
TE: grupo dieta padrdo submetido a teste de exaustdo; WPC + CCM: grupo whey protein
concentrado adicionado de curcumina; WPC + CCM TE: grupo WPC + CCM submetido a teste
de exaustdo; CCM: grupo curcumina; CCM TE: grupo CCM submetido a teste de exaustéo; (n=5).
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5.6. Estresse oxidativo

Observou-se que os animais do grupo CCM e CCM TE apresentaram menores
concentracdes de MDA, em relacdo aos grupos AIN93-M e AIN93-M TE, respectivamente
(p<0,05). O grupo AIN93-M também apresentou maiores valores de MDA, em comparagao ao
grupo AIN93-M TE (p<0,05) (Figura 4).

Os animais do grupo WPC+CCM e CCM também apresentaram menores concentracfes
de PCN, quando comparados aos animais dos grupos AIN93-M (p<0,05). Dentre os animais
que foram submetidos ao teste de exaustdo, o grupo AIN-93M TE foi o0 que apresentou 0s
maiores valores de PCN, seguido do grupo WPC+CCM TE e CCM TE (P<0,05). O grupo
WPC+CCM TE também apresentou maiores concentracdes de PCN em comparagdo ao grupo
WPC+CCM (p<0,05) (Figura 4).

Dentre os animais que realizaram o teste exaustivo em natacdo, nota-se que 0
WPC+CCM TE foi capaz de reduzir a concentracdo de NO, quando comparado aos grupos
AIN-93 TE e CCM TE (p<0,05). Ja entre os que ndo nadaram, o WPC+CCM foi capaz de
aumentar a concentracdo de NO, enquanto que o grupo CCM apresentou menores valores,
quando comparados aos grupos WPC+CCM TE e CCM TE respectivamente (p<0,05) (Figura
4).

Quanto aos niveis de CAT, observou-se que 0s que consumiram a dieta AIN93-M
apresentaram maiores concentragcbes da enzima, quando comparados aos que consumiram
CCM (p<0,05). Entretanto, entre os que nadaram, o grupo CCM foi 0 que apresentou maiores
concentracdes de CAT em relacdo aos demais grupos (p<0,05). O grupo AIN93-M apresentou
maiores valores de CAT, enquanto que o grupo CCM apresentou menores valores, quando
comparados aos grupos AIN93-M TE e CCM TE, respectivamente (p<0,05) (Figura 4).

Em relagdo & SOD, o grupo AIN93-M TE apresentou menores valores em relagdo ao
seu controle que ndo realizou o teste em natagdo (AIN93-M) (p<0,05). Ainda, os animais do
grupo AIN93-M TE apresentaram menores valores de SOD em relacdo aos demais grupos
(p<0,05) (Figura 4).

Entretanto, 0 mesmo néo foi observado quanto a GST, visto que, entre 0s animais que
nadaram, o grupo AIN93-M TE apresentou maiores concentraces em relacdo ao grupo que
recebeu WPC+CCM TE (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Valores de malondialdeido (MDA) (A), proteina carbonilada (PCN) (B), 6xido nitrico (NO) (C), catalase (CAT) (D), superoxido dismutase (SOD)
(E) e glutationa S-transferase (GST) (F) no figado de ratos sedentérios que foram ou ndo submetidos a um teste exaustivo em natacdo. Dados expressos em
média+DP ou mediana (minimo-maximo). As letras minusculas indicam comparacdes entre os todos 0s grupos pela ANOVA one way, seguida do teste post
hoc de Tukey ou teste de Kruskal Wallis complementado pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. As letras mailsculas indicam comparacdes entre
0 mesmo grupo (sedentario x natacéo) pelo teste t ou mann whitney. AIN-93M: grupo dieta padrdo; AIN-93M TE: grupo dieta padrdo submetido a teste de
exaustdo; WPC+CCM: grupo whey protein concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE: grupo WPC + CCM submetido a teste de exaustéo;
CCM: grupo curcumina; CCM TE: grupo CCM submetido a teste de exaustao; (n=8).



56

5.7. Histologia

Verificou-se que os animais do grupo CCM TE apresentaram maiores quantidades de
goticulas de gordura quando comparado aos demais grupos (p<0,05), exceto em relacdo ao
grupo CCM (p>0,05). Quanto ao infiltrado inflamatdrio, os animais do grupo WPC+CMM TE
apresentaram menores areas de inflamacdo quando comparado ao grupo AIN-93 M TE
(p<0,05), corroborando com os resultados encontrados por meio da anélise de expressao génica
de citocinas inflamatdrias (Tabela 5) (Figura 5). Isto demonstra que 0 WPC+CCM foi capaz de
reduzir a inflamacdo causada pelo exercicio exaustivo.

Observa-se que todos os grupos apresentaram grau | de esteatose, ou seja, apresentaram

percentual de gordura > 5% e <25% (Tabela 5).

Tabela 5. Histomorfometria do figado de ratos sedentarios que foram ou nao submetidos a teste
exaustivo em natacao.

Grupos Esteatose (%) Infiltrado inflamatério (%)
AIN-93 M 7,94+2,86%° 2,19+0,65%%®
AIN-93 M TE 7,36+3,25%° 2,980,594
WPC+CCM 11,2846,514° 2,12+0,614%
WPC+CCM TE 10,59+48,144° 1,97+0,36%°
CCM 11,82+4,044® 2,23+0,417%®
CCMTE 23,5546,28" 2,18+0,407%®

Dados expressos em médiatDP. Média seguida pela mesma letra na mesma
coluna ndo diferem entre si. As letras mindsculas indicam comparagdes entre
0s todos os grupos pela ANOVA one way, seguida do teste post hoc de
Tukey. As letras mailsculas indicam comparacGes entre 0 mesmo grupo
(animais que n&o foram submetidos ao teste x animais que foram submetidos
ao teste em natagdo) pelo teste t. AIN-93M: grupo dieta padrdo; AIN-93M
TE: grupo dieta padrdo submetido a teste de exaustdo; WPC+CCM: grupo
whey protein concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE: grupo
WPC + CCM submetido a teste de exaustdo; CCM: grupo curcumina; CCM
TE: grupo CCM submetido a teste de exaustao; (n=6).
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INFILTRADO
INFLAMATORIO

ESTEATOSE

WPC+CCM AIN-93 M TE AIN-93 M

WPC+CCM TE

CCM

CCMTE

Figura 5. Fotomicrografias do figado de ratos sedentarios que foram ou ndo submetidos a teste
exaustivo em natacdo. AIN-93M: grupo dieta padrdo; AIN-93M TE: grupo dieta padrdo submetido a
teste de exaustdo; WPC+CCM: grupo whey protein concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM
TE: grupo WPC + CCM submetido a teste de exaustdo; CCM: grupo curcumina; CCM TE: grupo CCM
submetido a teste de exaustdo. Globulos de gordura (P ); Infiltrado inflamatério (—); Escala=100um;
Coloracdo Hematoxilina-Eosina; (n=6).



58

6. DISCUSSAO

O estresse € uma condi¢do induzida por diversos estimulos que desequilibram a
homeostase do organismo (SAHIN e GUMUSLU, 2007). Em nosso estudo, induzimos o
estresse nos animais por meio de um protocolo de exercicio exaustivo, e avaliamos o impacto
da associacdo da CCM ao WPC, no controle metabdlico, inflamacdo e estresse oxidativo de
ratos Wistar que foram submetidos a esse teste.

A CCM foi adicionada ao WPC de modo que se obtivesse uma concentragdo de 0,8 g
de CCM em cada 100 g de WPC, sendo este obtido por spray drying, uma das técnicas mais
utilizadas no encapsulamento de produtos, visto que apresenta baixo custo e € a mais viavel do
ponto de vista industrial (TALON et al., 2019). A composicdo centesimal encontrada esta
dentro do esperado (SILVA E SOUZA, 2016).

Visto que a incorporagdo de compostos fendlicos em alimentos é considerada uma
abordagem eficaz para melhorar o desempenho antioxidante e a bioatividade dos alimentos
(CAO e XIONG, 2017), foi avaliada a concentracdo de fendlicos totais e a atividade
antioxidante da CCM, do WPC e do WPC adicionado de CCM. A CCM apresentou maiores
concentracdes de fenolicos totais e maior capacidade antioxidante em comparacéo ao WPC, o
que ja era esperado, visto que a CCM é um composto fendlico biologicamente ativo isolado da
CUR que exerce um potente efeito antioxidante (YOUSEFIAN et al., 2019).

Para combater os riscos potenciais de dano oxidativo (nesse caso, causados pelo
exercicio fisico exaustivo), o consumo alimentar de fendlicos pode ser considerado como uma
linha de defesa contra toxicos altamente reativos (AKTER et al., 2019). Também é
cientificamente estabelecido que o WPC possui atividade antioxidante (apesar de essa ser
menor em relacdo a CCM), visto que esta relacionado a quelacdo de metais pela lactoferrina, a
eliminacdo de radicais livres por aminoacidos contendo enxofre e aumento do nivel de
glutationa peroxidase. Ainda, a lactoferrina e a caseina podem inibir a peroxidacéo lipidica, a
geracdo de radicais peroxidos, a formacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e a
captacdo de radicais livres de oxigénio e oxido de ferro (KHAN et al., 2019).

Quanto ao WPC+CCM, observamos que a adicdo de CCM no WPC equiparou as
concentragdes encontradas na CCM. Propriedades funcionais melhoradas das proteinas pela
interacdo com compostos fenolicos tém sido amplamente relatadas. Proteinas de soro de leite
modificadas com fenolicos exibem capacidade emulsificante aprimorada (WANG et al., 2014),

pois sdo capazes de produzir espumas estaveis, bem como manter a atividade anti-inflamatoria
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dos polifenois aprisionados nessas particulas (SCHNEIDER et al., 2016), além de protegerem
outros compostos bioativos sensiveis (Y1 et al., 2014).

Em relacéo as medidas biométricas e de consumo alimentar dos animais, o0 consumo de
WPC+CCM, bem como da CCM isolada, ndo foi capaz de alterar tais parametros, o que
representa um resultado positivo, visto que alteracdes nessas variaveis poderiam influenciar as
demais, como os dados bioquimicos e histoldgicos.

O consumo de WP esté associado a diminuicdo da fome e da ingestdo de alimentos em
comparacao a caseina ou soja e albumina de ovo (VELDHORST et al., 2009). Ainda, uma dieta
rica em proteinas pode desempenhar um papel importante na regulacdo do gasto energético ou
do apetite central (HALTON e HU, 2004). Entretanto, ressalta-se que, no presente estudo,
ocorreu apenas substituicdo da proteina da dieta pelo WPC e ndo uma suplementacéo,
corroborando com os resultados encontrados.

As concentraces plasmaticas dos produtos do metabolismo hepético, bem como as
enzimas hepaticas, também foram determinadas para verificar a existéncia de uma possivel
toxicidade, visto que o figado esta intensamente envolvido no metabolismo e sintese de todos
0s macronutrientes e apresenta funcdes endocrinas e exdcrinas altamente relevantes (PULIDO-
MORAN et al., 2016). Os animais que foram submetidos ao teste de exaustdo apresentaram
maiores concentragdes de aspartato aminotransferase (AST) quando comparados aos animais
gue ndo realizaram o exercicio, conforme ja esperado, visto que a atividade hepatica da AST é
citosélica e observa-se seu maior aumento em relacdo a alanina aminotransferase (ALT) em
lesbes hepaticas (TIETZ et al., 2008).

Ainda, o WPC+CCM foi capaz de reduzir a glicemia dos animais quando comparados
aos grupos AIN-93 M e CCM que foram submetidos ao teste de exaustao. Esta bem estabelecido
que, durante exercicios prolongados de intensidade moderada a alta, o carboidrato é utilizado
principalmente para apoiar o metabolismo energético devido a sua rapida eficiéncia e
disponibilidade (ALGHANNAM et al., 2014).

Os niveis mais altos de glicose observados nos grupos que os animais foram submetidos
ao teste de exaustdo podem ter sido ocasionados devido a liberacdo de horménios catabdlicos,
como o cortisol, visto que um estressor especifico conhecido por modificar drasticamente a
concentragdo circulante de cortisol no corpo humano € o exercicio fisico HILL et al., 2008).
Por outro lado, os baixos niveis de glicose observados nos animais que consumiram
WPC+CCM se devem a capacidade que a proteina de soro de leite tem de diminuir a glicemia

pos-prandial por meio de varios mecanismos interligados, tais como: aumento da secre¢do de
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incretina e insulina, retardamento do esvaziamento gastrico, reducéo no apetite e no consumo
de energia (MIGNONE et al., 2015), aumento da sintese de glicogénio e a atividade da AMPK
(ICHINOSEKI-SEKINE et al., 2015), bem como ativacdo da mTOR (MITCHELL etal., 2015).
Em relacdo a CCM, esta também tem recebido consideravel atencdo por demonstrar ser eficaz
na reducdo da glicemia visto que também pode elevar o nivel de insulina no plasma (SEO et
al., 2008).

O exercicio exaustivo também esta relacionado a ocorréncia de estresse oxidativo, lesdo
tecidual, além de alteracdes do equilibrio sisttmico das citocinas, que sdo sinalizadores
celulares relacionados ao estresse oxidativo (KERASIOTI et al., 2013). Nossos resultados
demonstram que o WPC+CCM foi capaz de reduzir a expressdao génica de citocinas
inflamatdrias, como o TNF-a e IL-6, e aumentar a expressao génica de IL-10, considerada uma
importante citocina anti-inflamatoria.

A magnitude da resposta inflamatoria depende da intensidade, duracéo e cronicidade do
exercicio (KERASIOTI et al., 2013; LIU et al., 2017). Até o momento, apenas alguns estudos
relataram os efeitos do exercicio agudo sobre vias inflamatorias no figado (HEINRICH et al.,
2003; HE e KARIN, 2011; HUANG et al., 2013; BARCELOS et al., 2016). Entretanto, sabe-
se que ocorre uma grande comunicagdo entre o figado e o musculo esquelético durante o
exercicio, modulando a resposta inflamatéria. A IL-6 derivada da contragdo muscular
desencadeia a producdo de varias citocinas e vias de sinalizacdo anti-inflamatéria e €
considerada um mediador chave dos efeitos agudos do exercicio. Contudo, durante a
inflamacdo cronica, a IL-6 ativa mondcitos e macrofagos por meio da estimulacdo do TNF- a,
além de permanecer elevada durante e ap6s o exercicio atingindo varios tecidos, incluindo o
figado (PILLON BARCELOS et al., 2017)

O consumo de CCM isolada ¢ eficaz para reduzir a expressao génica das citocinas pro-
inflamatdrias, uma vez que pode regular negativamente as enzimas éxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), lipoxigenase e atividade da xantina oxidase,
suprimindo a ativacdo do NF-kB (KOCAADAM e SANLIER, 2017), que é um fator de
transcrigdo que controla a expressdo génica de muitas proteinas inflamatorias, crescimento
celular e apoptose, além de ser ativado de maneira sensivel ao estresse oxidativo durante a
contracdo muscular devido ao aumento da producao de radicais livres (SAHIN et al., 2016).

Naturalmente, o NF-kB é mantido no citosol. A exposicdo a estimulos inflamatorios

resulta na liberacdo dos dimeros NF-kB (p50 e p65), que agora podem ser translocados para o
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nacleo onde a transcricdo do gene alvo € induzida (DAVIS et al., 2007). A CCM, portanto,
pode agir bloqueando a ativacdo do NF-kB (PAN et al., 2000).

Tambeém, foi relatado que a CCM suprime a COX-2, uma enzima chave na formacéo de
prostaglandinas, uma familia de compostos derivados do acido araquiddnico. Apesar dos
mecanismos ainda ndo terem sido totalmente elucidados, acredita-se que seja mediado por seus
efeitos sobre NF-kB e AP-1 (DAVIS et al., 2007), devido aos grupos hidroxila e metoxi em sua
estrutura (BOARESCU et al., 2019).

Quanto ao papel anti-inflamatério do WPC, este provavelmente se deve ao seu conteudo
de peptideos bioativos (MA et al., 2016). Estudos também demonstram a capacidade anti-
inflamatoria da lactoferrina em modelos animais por meio da regulacdo de citocinas (TNF-a,
IL-6, IL-10 e pro-Thl) (KIMBER et al., 2002; SHIMIZU et al., 2006). Ja sobre a glutamina, o
aminoacido mais abundante do WPC, também se tem demonstrado seus efeitos protetores por
meio de maltiplos mecanismos, incluindo protecdo direta de células e tecidos contra lesdes,
atenuacdo da inflamacéo e preservacao da funcdo metabdlica (WEITZEL et al., 2010).

Ainda, visto que o figado desempenha um papel importante no status redox (PILLON
BARCELOS et al., 2017), avaliamos o estresse oxidativo induzido pelo exercicio sobre os
produtos de oxidagdo e enzimas antioxidantes. Observamos que, dentre os animais que
realizaram ou néo o teste exaustivo, o consumo de CCM foi capaz de reduzir as concentragdes
de MDA, bem como o consumo de WPC+CCM e CCM isolada também foram capazes de
reduzir as concentragdes de PCN em relacéo ao grupo controle. Dentre os animais que nadaram,
0 WPC+CCM foi capaz de reduzir a concentragdo de NO, quando comparado aos grupos
controle e CCM.

O MDA é um dos estéagios finais dos produtos da peroxidacéo lipidica e é um indicador
do estresse oxidativo nas células e tecidos, indicando um aumento nas lesdes de membrana
(REN et al., 2017). O NO, por sua vez, apesar de possuir um elétron ndo emparelhado e estar
relacionado a producdo de muitos intermediarios reativos, € uma molécula lipofilica de curta
duracdo gerada a partir de l-arginina pela NO sintase (NOS) e esta envolvido com a
vasodilatacdo, neurotransmissao, inibicdo da agregacdo plaquetaria, defesa imunoldgica e
sinalizacéo intracelular (MENON e SUDHEER, 2007).

A administracdo de CCM pode diminuir significativamente o MDA devido a sua
capacidade de reduzir a peroxidacdo lipidica induzida por peréxido de hidrogénio (H202) e
inibir a atividade da NOS reduzindo a producdo de NO (BOARESCU et al., 2019).
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O exercicio exaustivo estd relacionado ao aumento da producdo desses compostos
oxidantes, conforme o encontrado em nossos resultados, devido ao elevado consumo de
oxigénio durante o exercicio, que pode aumentar em até 200 vezes (MAZANI et al., 2018),
aumentando a atividade mitocondrial e a incapacidade do organismo de equilibrar sua demanda
de energia, causando desequilibrio e consequente dano metabolico. O fato de esses compostos
apresentarem elétrons desemparelhados os torna muito reativos a qualquer outro tipo de
molécula como lipidios, proteinas e acidos nucleicos (VALE et al., 2018).

Jaem relacdo as enzimas antioxidantes, dentre os animais que ndo realizaram o teste, 0s
que consumiram a dieta controle apresentaram maiores concentragdes de CAT quando
comparados aos que consumiram CCM.

O exercicio exaustivo foi capaz de diminuir a concentracdo de CAT e SOD nos animais
do grupo controle, enquanto se observou o contrario com o grupo que consumiu CCM, em
relacdo aos niveis de CAT.

Ainda, entre os animais que nadaram, a CCM foi capaz de aumentar mais rapidamente
0 pool de CAT ap0s o exercicio exaustivo em relagdo aos demais grupos, enquanto que em
relacdo as concentracdes de SOD, tanto o WPC+CCM quanto a CCM isolada também foram
capazes de aumentar a concentracdo dessa enzima antioxidante. A CCM é capaz de induzir
indiretamente a expressdo de proteinas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa-S-
transferase (GST) e g-glutamil cisteina ligase (QGCL) (SAMARGHANDIAN et al., 2017 e HU,
2018).

O mesmo ndo foi observado quanto a GST, visto que, o grupo controle foi o que
apresentou os maiores teores dessa enzima em relacdo aos demais grupos. Além do mecanismo
enzimatico, as células desenvolveram vaérias defesas ndo enzimaticas compostas pelos
antioxidantes exdgenos, componentes da dieta, para aliviar os efeitos deletérios causados por
estresse oxidativo (REN et al., 2017). As vitaminas C e E, os carotenoides e os fenélicos sdo
atualmente considerados os principais antioxidantes exdgenos (FALLAHI et al., 2015).
Portanto, a ndo observacao de aumento de GST e CAT nos grupos WPC+CCM e CCM; e CCM
respectivamente, indica que, devido a ingestdo de CCM, o sistema de defesa ndo enzimatico foi
suficiente para combater o estresse oxidativo, ndo sendo necessaria a demanda do sistema
enzimatico.

Por fim, com o intuito de analisar se as fungdes teciduais hepéaticas permaneceram

preservadas com a ingestdo do WPC+CCM ou CCM isolada, apds o exercicio fisico exaustivo
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em natacdo, foram avaliados, por meio da analise histologica, as areas referentes ao deposito
de gordura e infiltrado inflamatoério. Observamos que todos os grupos apresentaram grau | de
esteatose, e que o grupo que recebeu CCM e que foi submetido ao teste em exaustdo foi o que
apresentou maiores quantidades de goticulas de gordura.

O exercicio agudo ndo parece afetar o contetudo de gordura hepatica (BROUWERS et
al., 2016). Entretanto, as dietas experimentais formuladas de acordo com as recomendacoes
AIN-93M, propostas pelo American Institute of Nutrition (1993), podem ter contribuido para o
quadro de esteatose observado no presente estudo, visto que, nessa formulacdo, 70% das
calorias sdo advindas de carboidratos. Sabe-se que o aumento da ingestdo de dietas ricas em
gorduras e carboidratos faz com que a ocorréncia de DHGNA torne-se cada vez mais comum.

O desenvolvimento inicial da esteatose hepatica pode estar relacionado ao desbalanco
de mediadores que regulam o acumulo de lipidios hepaticos, tais como: aumento da lipogénese
de novo e da importacdo de lipidios, bem como a diminui¢do da exportacdo e oxidacdo de
acidos graxos (BROWNING e HORTON 2004).

Apesar de ndo ter sido verificado em nosso estudo o efeito hepatoprotetor da CCM,
provavelmente devido a baixa dose testada (3 mg/kg/dia) e a duracdo do experimento (4
semanas), este pode estar relacionado a via do sinal Nrf2 e a atenuacdo do estresse oxidativo
induzido pelo aumento do depdsito lipidico e secre¢do de citocinas pro-inflamatérias (HE et al.,
2012). Os genes antioxidantes indutores de Nrf2 sdo considerados importantes mecanismos de
defesa antioxidante (GAO et al., 2013) e, por isso, estdo relacionados a diminuicdo do acumulo
de lipidios e a atenuacdo da lesdo hepatica.

Quanto ao infiltrado inflamatdrio, dentre os animais que nadaram, 0s que consumiram
WPC+CMM apresentaram menores areas de inflamacdo quando comparado ao grupo controle,
corroborando com os resultados encontrados por meio da analise de expressdo génica de
citocinas inflamatdrias, demonstrando que o WPC+CCM ¢ capaz de reduzir a inflamacéo

causada pelo exercicio exaustivo.
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7. CONCLUSAO

O WP utilizado nesse estudo € do tipo concentrado e a CCM foi adicionada ao WPC de
modo que se obtivesse um produto com a concentrac¢do de 0,8 g de CCM em cada 100 g de
WPC. A CCM apresentou elevadas concentragdes de fenolicos totais e capacidade antioxidante,
conferindo ao WPC um aprimoramento de suas caracteristicas nutricionais devido ao seu
potencial antioxidante e nutricional.

O consumo do WPC+CCM, bem como da CCM isolada, ndo alterou as medidas
biométricas, o consumo alimentar dos animais e a funcdo hepatica e renal, bem como o balango
proteico dos animais, o que o torna um produto seguro, viavel e de eficacia comprovada.

Ainda, 0o WPC+CCM reduziu a glicemia em relacdo aos grupos AIN-93 M e CCM que
foram submetidos ao teste de exaustdo e a expressdo génica de citocinas inflamatérias como
TNF-a e IL-6, além de aumentar a expressao de IL-10 (citocina anti-inflamatéria) em
comparacdo aos demais grupos. Também, reduziu a concentracdo de Oxico nitrico quando
comparado aos grupos controle e CCM, e proteina carbonilada em relagcdo ao grupo controle,
além de aumentar as concentracdes de superdxido dismutase em relagdo ao grupo controle.

Apesar de todos os grupos terem apresentado grau | de esteatose hepética, possivelmente
devido a dieta consumida, os animais do grupo WPC+CCM TE apresentaram menores areas de
infiltrado inflamatorio hepéatico em relacédo ao grupo AIN-93 M TE, conforme demonstrado na
analise histomorfométrica.

Portanto, o WPC adicionado de CCM, pode e deve ser considerado como uma
alternativa de bebida a ser disponibilizado aos consumidores de whey protein, pois representa
uma estratégia capaz de diminuir a glicemia e os danos oxidativos e inflamatérios hepaticos
causados pelo exercicio fisico exaustivo em natac&o.

Sao necessarios mais estudos que avaliem os efeitos benéficos da associacdo da CCM
ao WPC, por meio de analises em outros 6rgdos, como o musculo esquelético, bem como
desenvolver estudos em humanos, de maneira a tentar elucidar as vias e mecanismos

moleculares responsaveis pelos resultados encontrados.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo | — Composicdo centesimal da Theracurmin®

Value creation through innovation

\ THERAVALUES

THIERAVALUES CORPORATION

1F, Kioicho Building,3-12, Kioicho, Chiyoda-ku,Tokyo 102-0094,Japan
http://theravalues.com/english/index.html

NUTRITIONAL DATA ANALYSIS

Sample Theracurmin CR-033P

Test Item Result Detection Limit Note | Method
Water 3.1g/100g - Heal under Reduced Pressure Method
Protein 0.6¢/100g : 1 Kjeldahl Mefhod
Lipid 1.4 g/100g - Thermal Decomposilion Melhod
Ash 0.3 E/]()og - Direcl Ashing Meihod
Carbohydrate 94.6 g/100g - 2 *
Lnergy 393kcal/100g 3 3 #
Sodium 7.2mg/100g - Alomic Absorplion Method
Nacl equivalent 0.018g/100g * 4 3
T'e 0.32mg/100g - ICP Alomic Emission Spectroscopy
Ca 95,2M[100g - ICP Atomic Emisslon Speciroscopy
Vitamin A (Retinol Activity Equivalent 5
Retinol Not Detected 31g/100g HPLC
a-Carotene Not Detected 6pg/100g HPLC
B-Carotene Not Detected 6pg/100g 6 HPLC
Total Ascorbic Acid Not Detected 1mg/100g 7 HPLC
I'ructose Not Detected 0.06g/100g HPLC
Glucose 1.62/100g 5 HPLC
Sucrose Not Detected 0.06g/100g HPLC
Maltose 26.5g/100g - HPLC
Lactose Not Detected 0.05¢/100g HPLC
Galactose Not Detected 0.05g/100g HPLC
Saturated Fatty acid | Not Detected 0.01g/100g GC
Trans Fatty Acid Not Detected 0.06g/100g 8 GC
Cholesterol Not Detected 1mg/100g GC
Total Fat 1.4g/100g 0.01g/100g iCP
Potassium 67mg/100g 1mg/100g cp
Vitamin D Opg/100g 1000meg/100g GC
Added Sugars 38g/100g 0.1g/100g 9 GC

Notel, Nitrogen-protein Scale Factor!6.26

Note2.Caleculation Formula (The Food Labelling Standard,2016 Cabinet Office Ordinance No.10):100-(svatex+Protein+Lipid+Ash)
Note3.Calculation Formula (The Food Labelling Standard,2015 Cabinat Office Ordinance No.10):100 (watex+Protein+Lipid+Ash+Dietary)
Noted,Calculation Formula NaXx 2,64

Noteb.Not calculated due to not d d

NoteG.By The Food Labelling Standavd, 2016 Cabinet Office Ordinance No.10)

NoteT7.Modified by hydvazine, first,

Note8. Measuement Objoct: Carbon 14-22 monotrans fatty acid and earbon 18 diand tri-trans fatty acid (Ref AOAC 996,06.A0CS Ce)
Note9.Including Maltose 80% (Composition ratio)

For and Behalfof : THERAVALUES CORPORATION
Position ¢ Director

Signature

Date LR 111 L7t 8 [SE0.T) B - S
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9.2. Anexo Il — Certificado de Aprovacao no CEUA/UFV

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n® 72/2018, intitulado “Whey protein concentrado adicionado de
circuma: efeitos sobre parametros bioquimicos inflamatérios, antioxidantes
e histolégicos de ratos Wistar submetidos a exercicio exaustivo”, coordenado
pela professora Ceres Mattos Della Lucia do Departamento de Nutrigdo e da
Saude, estd de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro
de 2008), as Resolucdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA
(Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para
Fins Cientificos e Didéticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas
pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissio em
12/11/2018, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
72/2018, named “Whey protein concentrate added to turmeric: effects on
inflammatory, antioxidant and histological biochemical parameters of
Wistar rats undergoing exhaustive exercise", is in agreement with the a actual
Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions edited by
CONCEA/MCT], the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use
of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice
the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by
the Committee on November 12, 2018 valid for 12 months.

Prof. ? Atima Clemente Alves Zuanon

Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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