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RESUMO

LUCIO, Haira Guedes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020. Barra
alimenticia de sabor salgado rica em proteina: desenvolvimento, caracterizagao e
efeito no desempenho fisico, hipertrofia muscular e variaveis metabdlicas em ratos
submetidos ou ndo ao exercicio resistido. Orientadora: Hercia Stampini Duarte
Martino. Coorientadores: Antonio José Natali e Maria Inés Dantas Bastiani.

O consumo de uma alimentacdo balanceada é importante para atender as necessidades
nutricionais e melhorar o desempenho fisico e a resposta do organismo ao exercicio,
estimulando a sintese proteica. O exercicio fisico pode causar desequilibrio metabdlico e
alteragBes no estado REDOX, ativando o sistema de defesa antioxidante enddgeno.
Assim, os objetivos deste estudo foram: desenvolver barra com alto conteido de proteinas
que apresentasse valor nutricional agregado e avaliar o efeito do consumo desta barra no
consumo alimentar, equilibrio metabdlico, estresse oxidativo, desempenho fisico e
hipertrofia muscular de ratos Wistar treinados e néo treinados. Foram desenvolvidas trés
variacdes de sabores salgados para a barra alimenticia e estas foram submetidas a analise
sensorial. No sabor controle da barra desenvolvida foi realizada analise de composi¢édo
centesimal (AOAC, 2012), conteudo de fendlicos totais (Folin-Cicalteau), anélise de
antioxidantes (DPPH) e perfil de acidos graxos (Cromatografia gasosa). Ratos Wistar (n
= 8/grupo) machos adultos jovens, foram submetidos ou ndo ao exercicio de forca
resistido, e foram divididos em quatro grupos experimentais, recebendo dietas padrédo
(AIN-93M) ou dietas-padréo com substituicdo de 20% do aporte proteico proveniente da
barra alimenticia: SED (sedentario + dieta padrdo), SEDP (Sedentério + dieta padrdo +
barra); TRE (treinado + dieta padrdo) e TREP (treinado + dieta padréo), 5x/semana,
durante oito semanas. Avaliou-se o efeito sob medidas de consumo alimentar,
antropométricas e de composicao corporal, desempenho fisico e hipertrofia muscular,
como expressao génica de Proteina Quinase B (AKT) e glicogénio sintase quinase 3 beta
(GSK-3p) e quantificacdo de AKTp por imunoensaio), alem de marcadores bioquimicos
e de estresse oxidativo. A barra alimenticia apresentou 44,9% de proteinas e 23,0% de
lipidios. O conteldo total de fendlicos totais foi 0,37mg GAE/g de barra. Os antioxidantes
presentes na amostra equivaleram a 1,57 mmol/TROLOX/g de barra. O &cido graxo
majoritario presente foi o acido oleico (45,8%) seguido, respectivamente pelos acidos

linoleico (16,83%), palmitico (6,59%) e decosanoico (4,03%). Quanto ao ensaio



bioldgico, os animais alimentados com a barra alimenticia apresentaram menor consumo
alimentar (p<0,05), quando comparados aos alimentados com dieta padrdo, sem diferenca
para o consumo proteico (p>0,05), diferente do resultado esperado. O consumo de lipidios
nos grupos alimentados com barra foi superior (p<0,05) aos demais. Quanto as medidas
biométricas, ndo houveram diferencas (p>0,05) entre os grupos para ganho de peso, IMC
e Indice de Lee. A glicemia, marcadores de funcio hepética e renal também
permaneceram inalterados (p>0,05). Quanto as enzimas e marcadores de estresse
oxidativo, ndo houve diferenca (p>0,05) entre 0s grupos experimentais. A oferta proteica
proveniente da barra melhorou o desempenho fisico (p<0,05) dos animais de acordo com
a relacdo carga/peso, e os resultados histolégicos demonstraram que a oferta proteica,
guando avaliada como componente principal, exerceu influéncia sobre os grupos
alimentados com barra na promocao da hipertrofia (% de midcitos e de matriz
extracelular). Entretanto, a interacdo entre os fatores principais proteina e atividade fisica
ndo foi capaz de promover maior hipertrofia e aumento da atividade de enzimas quando
comparada ao grupo treinado, ndo aumentando a expressdo génica e quantificacdo de
AKT. Para GSK-3p, a oferta proteica, bem como o exercicio resistido levaram a uma
reducdo da expressao génica da proteina. Em conclusdo, o produto desenvolvido obteve
boa aceitacdo, apresentou alegagdes nutricionais, e in vivo auxiliou na reducdo do
consumo alimentar, manteve o controle metabdlico, melhorou o desempenho fisico e
induziu alteracBes em marcadores de hipertrofia muscular de animais adultos jovens

submetidos ao exercicio resistido.

Palavras-chave: Barra Proteica Salgada. Hipertrofia. Alimentos Funcionais. Atividade

Fisica.



ABSTRACT

LUCIO, Haira Guedes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020. Protein-
rich salted bar: development, characterization and effect on physical performance,
muscle hypertrophy and metabolic variables in subjects submitted or not to resisted
exercise. Advisor: Hercia Stampini Duarte Martino. Co-advisors: Antdnio José Natali
and Maria Inés Dantas Bastiani.

The consumption of a balanced diet is important to meet nutritional needs and improve
physical performance and the body's response to exercise, stimulating protein synthesis.
Physical exercise can cause metabolic imbalance and changes in the REDOX state,
activating the endogenous antioxidant defense system. Thus, objectives of this study
were: to develop a bar with high protein, lipids and dietary fiber and aggregated
nutritional value and to evaluate the effect of consumption of this bar on food
consumption, metabolic balance, oxidative stress, physical performance and muscle
hypertrophy of trained and untrained Wistar rats. Three flavors were developed for the
food bar and these were subjected to sensory analysis. Analysis of proximate composition
(AOAC, 2012), content of total phenolics (Folin-Cicalteau), analysis of antioxidants
(DPPH) and fatty acid profile (gas chromatography) was realized in control flavor food
bar. Young adult male Wistar rats (n = 8 / group) were submitted to resistance exercise
or not, were divided into four experimental groups, which received standard diets (AIN-
93M) or standard diets with replacement of 20% of protein from the food bar: SED
(sedentary + standard diet), SEDP (Sedentary + standard diet + bar); TRE (trained +
standard diet) and TREP (trained + standard diet), 5x / week, for eight weeks. The effect
was evaluated under measures of food consumption, anthropometric and body
composition, physical performance, muscle hypertrophy (gene expression of AKT and
glucogen sintase kinase 3p -GSK-3B- and quantification of protein kinase B -AKTp- by
immunoassay), biochemical markers and oxidative stress. Food bar showed 44.9% of
proteins, 23.0% of lipids and 9.47% of dietary fiber. Total phenolic content was 0.37mg
GAE/qg bar. Antioxidants present in the sample were equivalent to 1.57 mmol / TROLOX
/ g of bar. The major fatty acid present was oleic acid (45.8%) followed, respectively by
linoleic acid (16.83%), palmitic acid (6.59%) and decosanoic acid (4.03%). As for the
biological test, animals fed with the food bar showed lower food consumption (p <0.05),

when compared to those fed a standard diet, with no difference for protein consumption



(p>0.05), different from the expected result. Consumption of lipids in the groups fed with
food bar was higher (p <0.05) than the others experimental groups. Weight gain, BMI
and Lee's index, blood glucose, markers of liver and kidney function and oxidative stress
markers did not change (p> 0.05) among experimental groups. The food bar improved
the physical performance (p <0.05) of the animals according to the load/weight ratio, and
the histological results showed that the protein supply from food bar, when evaluated as
the main component, had an influence on the groups fed with bar in promoting
hypertrophy (% of myocytes and extracellular matrix). However, the interaction between
the main factors protein and physical activity was not able to promote increase
hypertrophy and AKT gene expression and protein quantification relative to the trained
group. However, food bar associated with resistance exercise decreased (<0.05) GSK-3
gene expression. In conclusion, developed food bar showed good acceptance and
nutritional claims, and in in young adult animals submitted to resistance exercise the food
bar decreased food consumption, maintained metabolic control, improved physical

performance and increased muscle hypertrophy markers.

Key words: Salty Protein Bar. Hypertrophy. Functional Foods. Physical Activity
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1. INTRODUCAO

A prética de atividade fisica regular promove aumento das necessidades
nutricionais de individuos fisicamente ativos. Nesse contexto, a nutricdo se tornou uma
aliada quando promove uma alimentagdo adequada e balanceada, oferecendo macro e
micronutrientes que promovem um melhor desempenho do desportista, permitindo que
este alcance seus objetivos (Marquezato e Souza, 2017). Modificagdes na composicao e
qualidade da dieta, como o tipo apropriado, quantidade e tempo de ingestéo de alimentos,
liquidos e, ocasionalmente, alguns suplementos e alimentos esportivos, sdo necessarias
para promover a saude e melhorar o desempenho ideais em diferentes cenarios de
treinamento e competicdo (Burke et al., 2019).

O exercicio resistido esta diretamente ligado ao aumento de forca e a hipertrofia
muscular. A hipertrofia muscular acontece devido ao aumento da expressao de proteinas
associadas as vias anabdlicas em detrimento das vias catabolicas, aliadas ao balango
energético favoravel (Tipton and Wolfe 2001; Takegaki et al, 2017). Além disso, 0
exercicio resistido realizado com altas cargas é capaz de promover maior ganho de forca

guando comparado a exercicios de baixa carga (Schoenfeld et al, 2017).

Uma Unica sessao de exercicio resistido pode resultar em desequilibrio do balanco
oxidativo (REDOX) devido a producdo aumentada de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (EROS) (Halliwel e Gutteridge, 2007; Coffey e Hawley, 2007). Por outro lado,
a pratica regular de exercicio permite que o organismo se reestabeleca, ativando o
mecanismo de hormeses, a fim de melhorar o desempenho e minimizar a oxidacdo de
moleculas intra e extracelulares por meio do sistema de defesa antioxidante (Coffey e
Hawley, 2007; Kawamura e Muraoka, 2018). O sistema de defesa antioxidante é dividido
em enzimatico e ndo enzimatico, sendo estes capazes de modificar as EROs, pela acao
das enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)
ou pela acdo de biomoléculas que atuam no combate e sequestro das EROs (Fanhani e
Ferreira; 2006; Cruzat et al, 2007).

A oferta proteica adequada para desportistas pode auxiliar no processo de sintese
e degradacdo proteica promovido pelo exercicio. A hiperaminoacidemia no periodo de
recuperacdo leva estimula a sintese muscular, resultando em hipertrofia muscular
(Morton et al, 2018). Em ratos machos praticantes de exercicio resistido, a oferta de 20%
do VET proveniente da proteina do soro do leite levou ao aumento da sintese proteica

guando comparada a do trigo. Os autores atribuiram esse resultado as maiores
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concentragdes de leucina presentes na proteina do soro do leite (Norton et al., 2009). Em
outro estudo, Jager et al. (2017) demonstraram que em individuos com consumo calérico
diario adequado, a ingestdo proteica de 1,6g/kg/dia ndo proporcionou beneficios

adicionais imediatos do consumo de proteina pos-treino.

Diante disso, observa-se a importancia da alimentacdo adequada e balanceada, a
fim de fornecer a quantidade caldrica e proteica necessaria para aumentar a concentragao
plasmatica de proteina apos o exercicio resistido (Cintineo et al, 2018). Diversos produtos
tém sido desenvolvidos para atingir a demanda desse publico, como barras com elevado
conteddo proteico (Arseno et al, 2018; Bau et al, 2010), cupcakes proteicos (Ruiz e Poffo,
2016), e suplementos alimentares, como hipercal6ricos, carboidratos e suplementos
proteicos (Mendes et al, 2012). Neste cenario, as barras alimenticias sdo produtos de facil
consumo e possuem boa aceitacdo pelos consumidores em geral (Gutkoski, 2007). Para
garantir a ingestdo adequada de nutrientes, o consumo de barras alimenticias, em
detrimento da ingestdo de suplementos alimentares isolados, pois as barras alimenticias
apresentam altas concentracgdes de nutrientes e outros compostos em um produto de pouco
volume (Da Costa Freitas et al., 2018).

Embora diversos produtos proteicos venham sendo desenvolvidos, ainda sao
poucos os estudos que avaliam sua eficiéncia aliada a qualquer tipo de exercicio fisico,
ndo tendo sua eficacia completamente conhecida. Na literatura disponivel, ndo estdo
disponiveis estudos que avaliem o efeito proveniente de barra alimenticia, em especial
barras com alto conteddo de proteinas com matriz alimentar complexa, e seu efeito no
consumo alimentar, comportamento metabdlico e oxidativo, desempenho fisico e
hipertrofia muscular de animais ou individuos treinados. O uso de diferentes ingredientes
no preparo do produto tambem agrega maior variedade de nutrientes, como vitaminas e
minerais, bem como compostos bioativos que podem exercer influéncia em proteinas e
enzimas relacionadas a resposta antioxidante e de vias de sinalizacdo de hipertrofia e
atrofia muscular, podendo auxiliar na resposta do organismo apos o treino.

Nesse contexto, nosso estudo € inovador pois preenche lacunas existentes na
literatura e elucidar de forma associada mecanismos envolvidos com exercicio resistido.
Isso é possivel pois trata-se do desenvolvimento de um produto com matriz alimentar
complexa e constituido por ingredientes que fornecem uma quantidade significativa de
nutrientes envolvidos direta ou indiretamente no consumo alimentar, equilibrio

metabdlico e fatores associado ao desempenho fisico e a hipertrofia muscular. A interagdo
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entre 0s compostos presentes na barra, por ser desconhecida, pode levar a resultados
diferentes quando comparada a oferta destes nutrientes de forma isolada. Diante disso,
optamos pela realizacdo de um ensaio biolégico para elucidar esses mecanismos na
resposta do organismo a oferta proteica proveniente da barra, associada ou ndo ao

treinamento com exercicio resistido.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

1. Avaliar o efeito do consumo de barra alimenticia desenvolvida, caracterizada
quimicamente e sensorialmente, de sabor salgado, no desempenho fisico, hipertrofia

muscular e variaveis metabdlicas de ratos Wistar submetidos ao exercicio resistido.

2.2. Objetivos Especificos

- Desenvolver barra alimenticia de sabor salgado com alto conteildo de proteina e lipidios;
- Avaliar a aceitacdo sensorial de consumidores em potencial para esta barra;

- Analisar a composi¢do quimica centesimal da barra, bem como seu perfil e quantificacdo

de acidos graxos;
- Analisar o perfil antioxidante e o contetido total de fendlicos da barra alimenticia;

- Avaliar o efeito da ingestdo da barra alimenticia sobre os indicadores de adiposidade,

peso e consumo alimentar em ratos Wistar submetidos ao exercicio resistido;

- Avaliar os efeitos da ingestdo da barra alimenticia no estresse oxidativo em ratos Wistar

submetidos ao exercicio resistido;

- Avaliar o efeito da ingestdo da barra alimenticia em marcadores bioquimicos em ratos

Wistar submetidos ao exercicio resistido;

- Avaliar o efeito da oferta proteica proveniente da barra no desempenho fisico e

hipertrofia muscular em ratos Wistar submetidos ao exercicio resistido.
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3. HIPOTESE

Objetivo 1: Desenvolvimento, caracteriza¢do quimica e aceitacdo por consumidores

em potencial da barra alimenticia.

HO: A barra desenvolvida ndo apresentard alto contetdo de proteinas, compostos
fendlicos e antioxidantes, além de um perfil lipidico desejavel e baixa aceitacdo por seus

consumidores em potencial.

H1: A barra desenvolvida apresentara alto contedo de proteinas, compostos fendlicos e
antioxidantes, além de um perfil lipidico desejavel e boa aceitagdo por seus consumidores

em potencial.
Objetivo 2: Ensaio bioldgico

HO: A suplementacdo proteica da barra rica em proteinas ndo sera capaz de promover
alteracbes em marcadores bioquimicos, estresse oxidativo, desempenho fisico e

marcadores de hipertrofia muscular em ratos submetidos ao exercicio resistido.

H1: A suplementagdo proteica proveniente da barra rica em proteinas promovera
alterac6es nos marcadores bioquimicos, melhora o perfil oxidativo, desempenho fisico e

marcadores de hipertrofia muscular em ratos submetidos ao exercicio resistido.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Exercicio de forca resistido e hipertrofia

Exercicio resistido é caracterizado como treinamento contra resisténcia,
comumente realizado com pesos, e 0s principais beneficios gerados por esse tipo de
exercicio sdo 0 aumento de forca e da resisténcia muscular, bem como desenvolvimento
de poténcia, reducdo de adiposidade e aumento de massa magra. Esses resultados levam
a uma melhor aptidao fisica e melhora da qualidade de vida. A escolha da musculatura a
ser trabalhada, o nimero de repeti¢des, e a intensidade do exercicio, o0 tempo de descanso
e a frequéncia séo fatores que influenciam diretamente nos resultados obtidos com a
pratica de exercicio resistido (Prado et al., 2010). Nesse contexto, a pratica do exercicio
resistido é bastante difundida entre desportistas, 0s quais buscam rendimento esportivo e
melhora estética (Jager et al, 2017).

Entre as altera¢cbes musculares ocasionadas pelo exercicio resistido, podemos citar
o dano muscular induzido pelo exercicio (DMIE). O dano muscular consiste em
microlesdes na estrutura da célula muscular, que afetam a organizagdo estrutural das
cadeias de actina e miosina, podendo levar ao desenvolvimento de DMIE, reducgédo da
forga maxima, limitacdo da amplitude de movimento e edema muscular. O DMIE também
estd relacionado com o aumento de proteinas plasmaticas no pos-exercicio, como
apontado por Philips et al. (2017).

O DMIE ¢ necessario para o alcance da hipertrofia muscular. No entanto, a
recuperacdo adequada é necessaria para que o organismo do individuo esteja pronto para
a proxima sessdo de treinos. O dano miofibrilar ocasionado pelo exercicio leva a uma
liberacdo descontrolada de célcio, o que leva a dor muscular tardia e a rigidez, inchaco e
dor. Essas alteracbes estdo relacionadas a inflamacdo e a liberacdo de calcio.
Aproximadamente 96h apds a sessdo de treino resistido, ha uma substituicdo de
macréfagos do tipo 1 para o tipo 2, estimulando a recuperacao e o crescimento muscular
(Przybyla et al., 2006).

Phillips et al. (2017) submeteram 4 homens e 4 mulheres jovens (22,6 + 0,6 anos)
moderadamente ativos a uma sessdo isolada de exercicio resistido concéntrico ou
excéntrico e aponta que uma Unica sessdo leva a um aumento da taxa de sintese proteica
muscular e das proteinas plasmaticas em até 48h apo6s o exercicio, além de aumentar a

taxa de degradacdo muscular.
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A hipertrofia muscular acontece devido ao aumento da expressdo de proteinas
associadas as vias anabdlicas, como proteina quinase B (AKT), alvo de mamiferos da
rapamicina (mTOR), proteina ribossémica S6 quinase (p70S6K) (Torre-Villalvazo,
2019), em detrimento das vias catabdlicas, como glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK-
3pB) e complexo de esclerose tuberosa 2 (TSC2) (Weeks, 2017), aliadas a um balanco
energético favoravel (Tipton e Wolfe 2001; Takegaki, et al., 2017). Além disso,
Schoenfeld et al. (2017) demonstram que, em geral, 0 exercicio resistido realizado com
altas cargas é capaz de promover um maior ganho de for¢a quando comparado a
exercicios de baixa carga. Brigatto et al. (2019) submeteram adultos jovens do sexo
masculino a diferentes protocolos semanais (8-16-32 séries/semana) por oito semanas e
demonstraram que os individuos submetidos a mais sessdes de exercicio resistido tiveram
melhor desempenho do que os demais.

Além disso, diversos estudos vém demonstrando efeitos protetores a saude
relacionados com o exercicio de forca resistido, tais como: cardioprotecdo em individuos
saudaveis (Smith, 2019) e em camundongos obesos (Boardman et al., 2017), melhora da
sensibilidade a insulina em camundongos (Takamura et al., 2017; Zheng e Cai, 2019) e
melhora da resposta inflamatéria em camundongos (Effting, et al., 2019 ; Luo, et al.,
2020).

Tang et al. (2009) demonstraram que a pratica de exercicio resistido aliada a uma
dieta com oferta aumentada de amino4cidos em forma cristalina ou de proteinas inteiras
resultou em um sinergismo estimulador da sintese de proteinas, comparada a cada
estimulo de forma individual. Esse estimulo a sintese proteica acontece de maneira

simultanea a degradacdo muscular em resposta ao exercicio.

4.2. Sinalizagéo de hipertrofia e atrofia muscular

As contracdes geradas pelos diferentes tipos de exercicio sdo responsaveis pela
modulacgéo da hipertrofia muscular, atuando como um gatilho de sinalizagdo. O exercicio
resistido leva a uma alteracéo no fendétipo das fibras musculares, havendo predominéncia
de fibras do tipo Il e aumento da area transversal muscular. A hipertrofia muscular
envolve estimulo a sintese protéica em detrimento da degradacdo de proteinas e pode
resultar de multiplos estimulos anabodlicos, a principal via de sinalizacdo estudada
relacionada a hipertrofia é a via do fator de crescimento semelhante a insulina 1(IGF1)-
AKT (Egerman e Glass, 2014).
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A sinalizacéo ativada pelo IGF-1 regula positivamente a massa muscular, induzindo
a sintese proteica, a jusante da proteina quinase B (AKT) e do alvo de mamiferos da
rapamicina (mTOR). O IGF-1 atua por meio do receptor IGF (IGFR) e o substrato 1 do
receptor de insulina (IRS1), que fosforila AKT (AKTp). Por sua vez, AKT ativa o
complexo 1 mTOR (MTORCL1). O mTORCL1 controla a sintese de proteinas fosforilando
S6 quinase 1 (S6K) e proteina de ligacdo a elF4E (4E-BP). O complexo multiproteina
mTORC2 inclui o rotor da proteina e contribui para a ativacdo de AKT. Além disso, 0s
alvos a jusante de AKT incluem o fator de transcricdo da glicogénio-sintase-quinase 33
(GSK-3B). Inibigdo da GSK-3p por AKT alivia a inibi¢ao do fator de inicia¢do elF2B,
estimulando a sintese de proteinas (Egerman e Glass, 2014; Weeks et al., 2017).

Em humanos saudaveis e jovens, praticantes de exercicio resistido, o fator tempo é
determinante na atividade da AKTp, de modo que uma hora apés o exercicio, a producédo
de AKTp tem seu apice, decrescendo em tempos posteriores (3-5h ap6s 0 exercicio)
(Rahbek et al., 2014). Este mesmo estudo avaliou a suplementagdo de proteina do soro
de leite associada a carboidratos como intervencao, e demonstrou que embora o resultado
se relacione com o tempo pds exercicio, a suplementacdo proteica e a interacdo tempo X
suplementacéo ndo exerceram influéncia na atividade de AKTp em nenhum dos tempos.
No entanto, Camera et al. (2014), suplementaram 25¢g de proteina do soro do leite em
homens jovens e saudaveis praticantes de exercicio resistido por um ano, e encontrou
aumento de 175% para AKTp uma hora apds o exercicio, quando comparados ao grupo
que ndo recebeu suplementacéo.

Em camundongos C57BL/6J submetidos a uma Unica sessdo de exercicio resistido,
a suplementacao proteica aumentou 0s niveis de AKTp em todos os tempos analisados
apos o exercicio (8, 24 e 72h), e no menor o tempo pos-exercicio (8h) observaram maiores
os niveis de AKTp (Takegaki et al., 2018). O aumento dos niveis de AKTp evidenciou
que a suplementacdo proteica no pos-exercicio induziu a hipertrofia muscular. No
entanto, ambos 0s estudos ndo avaliaram o efeito de animais submetidos ao exercicio
resistido por periodo prolongado nos niveis de AKTp.

Ao ofertarem proteina do soro do leite associada ou ndo a carboidratos
imediatamente ap0s o treino resistido em ratos Sprague-Dawley adultos jovens
submetidos a 10 sessdes de exercicio resistido em jejum, Wang et al. (2017), observaram
que a suplementacgéo induziu a hipertrofia sem diferengas entre fosforilagdo de AKT ou
GSK-3a e GSK-3p entre os grupos tratados. Esse resultado sugere que a ativa¢do das

vias de hipertrofia ndo foi regulada pela via de sinaliza¢do da insulina. Os autores também



29

relatam que a fosforilacéo e a ativacdo de AKT podem acontecer rapidamente e de forma
transitoria, de forma que uma hora ap6s o exercicio, a fosforilagdo de AKT pode néo ser
identificada. Quanto aos niveis de GSK-3p, os autores apontam que a suplementacao
nutricional pode estar relacionada a outras vias, nao interferindo em seus niveis, de forma
que o0s autores ndo apontam as possiveis vias de sinalizacdo de hipertrofia muscular

envolvidas nos resultados encontrados.

4.3. Estresse oxidativo e exercicio fisico

O estresse oxidativo esta envolvido em condi¢bes fisioldgicas (como
envelhecimento e exercicio) e em doengas como cancer, inflamagdo, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (Valko et al, 2007). O estresse oxidativo é definido
como o aumento da presenca EROS em relacdo a capacidade de desintoxicacdo de
intermediarios reativos ou reparacdo de danos pela defesa antioxidante. As principais
ERQOS pertencem aos radicais livres, e a condi¢cdo causada por elas pode alterar a estrutura
e a funcdo de proteinas, lipidios, DNA e carboidratos (Valko et al, 2007; Yoshikawa,
2002).

Durante o exercicio, ocorre um desequilibrio do balanco oxidativo (REDOX),
devido ao aumento de EROS causado pelo aumento da atividade de vias metabolicas e da
maior demanda por oxigénio. Sen (1995) demonstrou que o exercicio fisico aumentou em
até 20x 0 VO, resultando em aumento da biogénese mitocondrial, utilizando 200x mais
oxigénio quando comparado ao estado de repouso. A intensidade desse desbalango no
equilibrio REDOX esta envolvida com o nivel, duracéo e intensidade da atividade fisica,
sexo e idade (Valko et al, 2007; Coffey e Hawley, 2007).

O aumento do estresse oxidativo observado no processo de isquemia e reperfuséo
muscular gerados no exercicio se deve, em grande parte, ao catabolismo das purinas. Mais
especificamente, durante a isquemia tecidual, ha degradacdo de adenosina-trifosfato
(ATP) a adenosina-difosfato (ADP) e monofosfato (AMP), devido ao aumento da
demanda energética. Ha menor disponibilidade de oxigénio durante o processo
isquémico, com isso a AMP é continuamente degradada a hipoxantina, que é convertida
a xantina e, posteriormente, a acido Urico pela enzima xantina-oxidase, o que justifica o

aumento deste no plasma sanguineo apés o exercicio (Cruzat et al, 2007).

Proteinas, lipidios e DNA podem ser danificados em consequéncia ao estresse

oxidativo exacerbado, muitas vezes resultando em mudancas estruturais. Os fosfolipideos
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de membrana sofrem peroxidacdo lipidica, com formacgdo de malondialdeido e outros
produtos de decomposicao reativos. Estes compostos gerados podem causar alteragoes
em moléculas enddgenas, dando origem a epitopos especificos de oxidagédo, que também
estdo presentes na superficie de células apoptoticas e bolhas liberadas a partir delas
(Weismann et al, 2011).

Apos o exercicio resistido excéntrico, o rompimento das fibras musculares leva a
alteragBes nas células inflamatdrias circulantes. Inicialmente, as células séo infiltradas
por neutrofilos e, posteriormente, mondcitos e linfécitos. Ao infiltrar as células
musculares, ha a producdo de EROS e de enzimas proteoliticas para recuperacdo do
tecido. A infiltracdo de neutrofilos é estimulada por fatores quimiotaticos, incluindo
prostaglandinas, fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1p ¢ IL-6 (Cruzat et
al, 2007).

O treinamento moderado regular parece benéfico para o controle do estresse
oxidativo e para a salde, pois 0 organismo se adapta ao aumento da producéo de EROs
afim de se tornar mais resistente aos danos oxidativos e seus efeitos adversos (Peternelj
etal., 2011). Essa adaptagdo acontece por meio da regulagéo positiva dos antioxidantes e
a mudanca para um ambiente mais redutor e de maior resisténcia ao estresse (hormeses)

(Powers e Jackson, 2008; Kawamura e Muraoka, 2018).

Padilha et al. (2017) submeteram ratos wistar machos jovens ao exercicio resistido
de escalada com peso amarrado a cauda por 6 semanas. Ao fim das 6 semanas induziram
cancer nos animais e submeteram ao exercicio nos 12 dias subsequentes. Os autores
demonstraram que o exercicio resistido antes e depois da implantacdo tumoral atenuou o
estado inflamatdrio, o estresse oxidativo muscular, e previniu danos musculares.

Camundongos sui¢os machos jovens foram submetidos por Effting et al. (2018)
ao exercicio resistido de escalada com peso amarrado a cauda intervalado a cada 48h, por
oito semanas, totalizando 28 sessdes. O grupo teste foi alimentado com uma dieta de alto
contetdo de lipidios (59%) para indugdo de obesidade. Os autores relataram que o
exercicio reverteu o dano aos lipidios e a producdo de especies reativas, mesmo com 0
consumo de uma dieta com alto conteudo de lipidios e mudulou positivamente o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), sendo esta responsavel pela ativagdo do processo
inflamatorio.

Embora espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs) sejam

relacionadas a danos biologicos, sdo essenciais para o funcionamento ideal e para o
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desenvolvimento celular. As estruturas celulares utilizam as EROs e ERNs como
estimulos bioldgicos, de modo que estes atuam como mensageiros subcelulares em
processos de sinalizacdo molecular, ativando enzimas e genes (Sies et al., 2017). A
maioria dos genes de enzimas antioxidantes contém sequéncias reguladoras em suas
regides promotora e de intron que podem interagir com fatores de transcri¢do sensiveis
ao redox (Powers, 2016). As espécies reativas também atuam no crescimento e
proliferacdo celular, na biossintese de moléculas e na resposta imunoldgica necessarias
para vasodilatacdo e contracdo muscular ideal (Mittler, 2017).

Vérios fatores podem ser considerados na prevencdo do aumento excessivo do
estresse oxidativo, a fim de melhorar o desempenho, prevenir o envelhecimento e o risco
patoldgico em atletas profissionais. Dentre eles, mecanismos de adaptacao e atividades
desintoxicantes de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-transferase) associados a mecanismos
antioxidantes ndo enzimaticos, como atividade das vitaminas A, C, E, e de &cido urico
(Vassale et al, 2014).

O malondialdeido (MDA) é um produto da auto-oxidacdo de acidos graxos
insaturados. Ha sugestdes de que nas mitocondrias, nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) oxidase, processos dependentes de fosfolipase A2 e xantina oxidase
(Powers et al, 2011) podem contribuir para a producdo de EROS em humanos, levando
ao aumento do dano oxidativo. O malondiadeido e seus produtos de condensacdo tem
sido considerados marcadores confiaveis para o estresse oxidativo. Ele atua também
modificando proteinas, que quando alteradas por acdo do malondialdeido passam a

induzir respostas inflamatorias da via de imunidade inata (Weismann et al, 2011).

A literatura ndo dispGe de estudos que avaliem a oferta de proteina proveniente de
uma barra alimenticia elaborada com diversas matrizes proteicas e outros compostos com
potencial atividade antioxidante em marcadores de estresse oxidativo relacionados a

préatica regular de exercicio de forga resistido.

4.4. Efeito dos antioxidantes no combate ao estresse oxidativo em resposta ao

exercicio fisico

Os antioxidantes desempenham papéis importantes no retardo ou na prevencao da
oxidacéo de biomoléculas intra e extracelulares (Powers e Jackson, 2008). Os organismos

sdo equipados com sistemas de defesa antioxidante que protegem as células dos efeitos
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toxicos dos radicais livres. Os sistemas antioxidantes de defesa sdo divididos em
antioxidantes enzimaticos, como superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase, e antioxidantes ndo enzimaticos, como vitamina C, vitamina E, glutationa e

bilirrubina (Kawamura e Muraoka, 2018).

Os niveis de antioxidantes (concentracdo ou atividade) sdo marcadores importantes
do estresse oxidativo e variam de acordo com a funcéo e localizacdo dos tecidos, mas
podem aumentar ou diminuir dependendo do grau de exposicao ao estresse oxidativo. No
entanto, o estado nutricional do individuo pode causar alteraces nesta medida (Powers e
Jackson, 2008).

Goldfarb et al. (2011), avaliaram o efeito da suplementacdo de capsulas contendo
concentrado de frutas e vegetais como pré-tratamento por 21 dias e pos tratamento de 7
dias na funcdo muscular e resposta ao estresse oxidativo em individuos submetidos a
ataques agudos de exercicio excéntrico. Os autores revelam que os niveis plasmaticos de
malondialdeido ndo aumentaram de forma significativa no grupo suplementado,
evidenciando o efeito protetor dos compostos presentes nas frutas e nos vegetais.

Outro composto que apresenta atividade antioxidante no organismo é o 6mega 3, e
seus efeitos sdo associados a imunomodulacdo e propriedades antiinflamatdrias e
influéncia no sistema imune. Em relacdo a manutencao e hipertrofia do muasculo, acidos
graxos 3 tem demonstrado efeitos positivos no anabolismo e no catabolismo muscular.
Esse tipo de acido graxo apresenta resultados positivos também na recuperagdo, dano e
dor muscular provocados pelo exercicio (Boit et al., 2017). A suplementacdo de ®3
também tem sido associada a diminuicdo de marcadores sanguineos de lesdo muscular
(masculo esquelético lento troponina I, mioglobina, creatina quinase), e inflamacao
(TNF-0) (Mickleborough et al., 2015).

Barbeau et al. (2017), submeteram camundongos Zucker machos com seis semanas
de idade a corrida durante quatro semanas, e a suplementacéo de 10% das necessidades
energéticas do acido graxo a-linolénico proveniente da semente de linhaca. Os autores
ndo observaram diferencas na peroxidacdo lipidica ou expressdo de SOD e catalase. Os
niveis de proteina carbonilada foram menores no grupo submetido ao exercicio, porém

n&do no grupo fisicamente ativo suplementado com ALA.

A superéxido dismutase (SOD) é um potente antioxidante que age como enzima de

desintoxicacdo convertendo os radicais de oxigénio produzidos durante o exercicio
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intenso em peroxido de hidrogénio, um pré-oxidante que pode causar efeitos prejudiciais
a varias estruturas celulares (Giimisa, 2003). Estudos tem encontrado niveis aumentados
da enzima superoxido dismutase em individuos praticantes de exercicio, evidenciando a
correlacdo entre o aumento dessa enzima e o exercicio vigoroso (Nuhoho, et al 2018;
Khassaf et al, 2001).

Tusukiyama e et al (2017), realizaram um estudo com 41 individuos adultos
submetendo-os a exercicio de biclicleta uma hora/dia, 5x/semana por quatro semanas. Ao
fim do estudo, os autores observaram aumento do nivel de oxido nitrico gerado em
resposta ao exercicio cronico e que esse aumento pode contribuir para a regulacéo positiva
das oxido nitrico sintase 1 e 3. Além disso, houve aumento da expressdo de RNA
mensageiro das enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase 1 e uma tendéncia

de regulacdo positiva do exercicio fisico cronico e a atividade de SOD.

Diaba-Nuhoho et al. (2018), estudaram a resposta antioxidante do organismo ao
exercicio de resisténcia praticado por individuos jovens de ambos 0s sexos, com duragédo
minima de 30 minutos, 3x/semana, durante 6 meses. Os pesquisadores observaram que a
prética de exercicio fisico vigoroso ocasiona um aumento da atividade de SOD, de

malondialdeido e de 4cido Urico.

4.5. Oferta de macronutrientes e exercicio

O tecido muscular € um dos responsaveis pela satide metabdlica dos individuos e
também é responsavel pela locomoc¢éo independente. Em repouso, o tecido muscular é o
que apresenta maior gasto energético. No exercicio, um maior percentual de tecido
(massa) muscular também esté associado a um melhor desempenho e performance. Além
da quantidade de massa muscular, o exercicio leva a alteracdes morfofisiolégicas neste
tecido, de modo que ha hipertrofia e hiperplasia celular (Jager et al., 2017; Stoke et al.,
2018).

E elucidado na literatura que mudancas na alimentagio e na oferta de nutrientes
estdo relacionadas a uma melhor resposta do sistema muscular em resposta ao exercicio.
Essa resposta é dependente também da sintese e do catabolismo de proteinas contrateis,
de modo que a sintese deve ser superior ao catabolismo para garantir a hipertrofia. Um

dos papeis da alimentacdo no favorecimento da hipertrofia muscular € o acimulo de
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proteina muscular, a fim de estimular a sintese proteica muscular e gerar um balanco
positivo. Bem como a oferta proteica adequada, o exercicio de forga resistido é
responsavel por um aumento de até 100% da taxa de sintese muscular. Dessa forma,
sessOes repetidas de exercicios resistido aliadas a ingestdo de proteinas promovem o
acumulo de proteina muscular ao longo do tempo, estimulando a hipertrofia muscular
(Jager et al., 2017).

Quanto a oferta proteica, de acordo com o Consenso da Associagdo Internacional
de Federagdes Atléticas (2019), a recomendacdo maxima de proteinas para estimular a
sintese proteica é de 2,2g/kg/dia e a oferta de 1,6g/kg/dia parece ser o ponto 6timo para
estimular essa sintese. Além disso, recomendam uma ingestéo diéria ideal de proteinas
para atletas com objetivo de manutencgéo ou ganho de peso variando de 1,3 a 1,7g/kg/dia.
Os autores afirmam ainda que o consumo superior a recomendacao proteica maxima,

possivelmente ndo traz beneficio extra na sintese proteica muscular.

Segundo o American College of Sport Medicine (2016) a recomendacdo de
macronutrientes varia entre os individuos de acordo com a intensidade. Para praticantes
de atividade fisica de baixa intensidade, a recomendacdo € de 3-5g/ de carboidratos
(CHO)/kg/dia. Para individuos praticantes de exercicio moderado (mais de uma hora/dia)
a recomendacdo é de 5-7g CHO/kg/dia. Para os praticantes de exercicio endurance de 1-
3h/dia de intensidade moderada, a recomendacéo é de 6-10g CHO/kg/dia e para atletas
de alta performance (extremo comprometimento — 4-5h/dia) a recomendagcdo é de 8-12g
CHO/kg/dia (Thomas et al., 2016).

Os acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa sdo lipidios considerados
essenciais na alimentacao e apresentam efeitos benéficos a satde, incluindo o prevencédo
e reducdo de risco de doencas cardiovasculares e diabetes autoimune (Benini, 2017), além
de outras fun¢des, como metabolismo de lipidio, perfil anti-inflamatorio e efeito sobre a
funcdo cognitiva (Calder, 2015). Em praticantes de atividade fisica regular, Benini (2017)
observou a eficacia da suplementacdo de acido eicosapentaenoico (EPA) e docosa-
hexaenoico (DHA) na reducdo do dano muscular causado pelo exercicio, na redugdo do

edema muscular e do aumento da creatina quinase sérica e de interleucina-6.
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4.5.1. Oferta proteica, exercicio resistido e sintese muscular

A proteina obtida na alimentagdo € absorvida em grande parte no intestino delgado,
que utiliza os aminoacidos para produzir energia e para sintese local de proteinas. O
restante dos aminoéacidos é levado via veia porta para o figado e tecidos esplacnicos para
serem metabolizados e utilizados para outras finalidades no organismo. Os tipos de
aminoacidos ofertados na suplementacdo proteica também sdo importantes no processo
de hipertrofia, de modo que os amino&cidos de cadeia ramificada sdo preferencialmente
utilizados na recuperacéo e sintese muscular pos-exercicio, como a leucina (Churchward-
Venne et al., 2012). Groen et al. (2012), ofertaram 20g de caseina para homens jovens e
observaram que apenas 11% dos aminoacidos disponiveis no plasma foram direcionados

a sintese muscular.

De acordo com a International Society of Sports Nutrition (2017), para garantir um
balanco positivo de proteinas musculares, a ingestéo diaria total de proteinas deve ser de
1,4 a 2,0 g de proteina/kg de peso corporal /dia é suficiente para a maioria dos individuos
em exercicio, um valor que se alinha na Faixa de Distribuicdo de Macronutrientes
Aceitével, publicada pelo Institute of Medicine (IOM) para proteinas.

Os trés aminoéacidos de cadeia ramificada (BCAAs), leucina, isoleucina e valina sdo
0s principais responsaveis pelo balanco no metabolismo das proteinas musculares (Stoll
& Burrin, 2006). Nos tecidos explancnicos, enzimas responsaveis pela degradacdo dos
BCAAs séo encontradas em baixos niveis e tem sua atividade limitada. Diante disso, 0s
BCAAs ingeridos por meio de alimentos ou suplementos chegam rapidamente a corrente
sanguinea, tornando o0 meio hiperaminoacidico e disponivel para os muasculos, o que torna
esses aminoacidos componentes-chave da sintese proteica muscular.

A International Society of Sports Nutrition (2017) recomenda para atingir a
adequacdo na ingestdo de leucina que doses agudas de proteina devem conter entre 700 e
3000 mg desse aminoacido e, ou um teor relativo mais alto de leucina, além de equilibrio
na quantidade de aminoacidos essenciais (EAAS). Uma dose de 20 a 40 g de proteina que
contenha entre 10 a 12 g de EAAs, dentre deles 1 a 3 g de leucina, € capaz de estimular a
sintese proteica muscular (International Society of Sports Nutrition, 2017). Wilson et al.
(2011) demonstraram em modelo animal, que a ingestdo de leucina (sozinha ou associada
a carboidratos) consumida entre as refeicGes, prolonga a sintese protéica, aumentando o

status energético da fibra muscular (135 min apds o consumo).
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O exercicio pode atuar de duas formas relacionadas a oferta proteica e sintese
muscular. O primeiro mecanismo é o de que a pratica de exercicio resistido em si ja
estimula a hiperaminoacidemia, o que poderia levar a uma menor demanda proteica para
estimular a hipertrofia muscular. No entanto, o exercicio resistido também pode aumentar
a capacidade de utilizacdo dos aminoacidos, o que levaria a um aumento da demanda de
aminoacidos livres para estimular a sintese proteica muscular méxima (Stokes, et al.,
2018)

Rahbek et al. (2014), observaram que uma hora ap0s 0 exercicio, a interacdo tempo
e exercicio promoveu alteragdes na glicemia de individuos jovens saudaveis praticantes
de exercicio resistido excéntrico e concéntrico por 12 semanas alimentados com
0,3g/kg/peso de proteina do soro do leite. No entanto, trés horas apds o fim do exercicio,

os valores de glicemia entre 0s grupos suplementados e ndo suplementados néo diferiam.

Oertzen-Hagemann et al. (2019), demonstram em estudo com homens jovens
submetidos ao exercicio fisico resistido por 12 semanas que a suplementacao de 15g de
aminoacidos provenientes de coladgeno hidrolisado foi capaz de aumentar a massa
corporal e a massa magra, quando comparado ao grupo controle, alimentado com um
placebo ndo calorico. Além disso, a suplementacao proteica a partir destes aminoacidos
ndo interferiu na massa gorda desses individuos. Vangsoe et al. (2018), utilizaram
suplementacdo proteica proveniente de insetos por oito semanas em homens jovens,
praticantes de atividade fisica 4x/semana, e revelaram aumento significativo na
concentracdo sanguinea de aminoacidos essenciais (EAA), de cadeia ramificada (BCAA)
e de leucina por até 120 minutos para 0s grupos alimentados com proteina do soro do
leite, de soja e de insetos. Os autores afirmam também que a concentracdo de aminoacidos
gerada pela ingestdo proteica proveniente da proteina de insetos € semelhante a da
proteina de soja e que esta proteina pode ser caracterizada como uma proteina de
“digestao lenta”.

Ayoama et al. (2019), observaram que camundongos Kwl:ICR adultos jovens
sedentarios, alimentados com proteina de soja ou com proteina do soro do leite (17,7%),
por duas semanas, apresentaram maior consumo alimentar e o grupo alimentado com
caseina apresentou maior razdo peso do musculo/peso do animal, sugerindo gque a caseina
apresentou melhor resultado para hipertrofia muscular. Por outro lado, Waldron et al.
(2017), suplementaram amino&cidos de cadeia ramificada (BCAAs) em dose aguda

0,087g/kg, na razdo de 2:1:1 para leucina, isoleucina e valina e observaram aumento na
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taxa de recuperacao da forca isomérica, e aumento da altura do salto contra-movimento e
a percepcao da dor muscular em comparacéo com o placebo. Assim, a suplementacao dos
BCAAs de forma isolada (encapsulados, por exemplo) ndo € necessaria, tendo em vista
que estes sdo ofertados em matrizes alimentares completas (Almeida et al., 2016).

Bohé et al. (2008), relatam que o acimulo de aminoacidos é capaz de induzir a
sintese de proteinas musculares apds a ingestao proteica retomar aos niveis basais cerca
de duas horas ap0s a sessdo de exercicio. Esse efeito indutor é atribuido aos aminoacidos
essenciais presentes na proteina, em especial a leucina, que € o primeiro aminoacido
agonista. Norton et al. (2009), submeteram ratos machos ao exercicio resistido por 5 dias
e ofertaram 20% do VET de proteina do soro do leite, e apontou que o grupo alimentado
com proteina do soro do leite teve uma maior taxa de sintese proteica quando comparada
a do trigo e atribuiu esse resultado as maiores concentracdes de leucina presentes na
proteina do soro do leite. Embora a leucina seja capaz de induzir a sintese muscular na
auséncia de outros aminoacidos, outros aminodcidos essenciais devem estar disponiveis

para ndo limitar a sintese proteica muscular (Stokes et al., 2018).

Moore et al. (2015), demonstraram em seu estudo que o acumulo de amino&cidos
no plasma e sua capacidade de inducdo da sintese muscular atingem um plat6, de forma
que oferecer um aporte proteico superior ndo é capaz de maximizar a sintese muscular do
que uma dose inferior em homens jovens e adultos. Os autores apontam que uma dose de
0,24g/kg de peso/dia (+0,06g/kg) € capaz de induzir uma resposta maxima para sintese

proteica muscular.

Quanto ao horéario de oferta das proteinas, ainda ha discrepancia na literatura. No
entanto, estudo realizado por Areta et al. (2013), conclui que para homens jovens
praticantes de exercicio resistido, a ingestao repetida de 20 g de proteina foi superior para
estimular sintese protéica muscular durante o periodo experimental de 12h, quando
comparado a uma dose Unica de oferta proteica apds a sessdo de exercicio.

Busca-se entdo avaliar o potencial da substituicdo de 20% da albumina da dieta de
roedores por uma matriz proteica formada por diferentes alimentos, imediatamente ap0s
0 treino, em marcadores metabdlicos, de hipertrofia muscular e de composicéo corporal
em ratos submetidos ao exercicio resistido, visto que trata-se de um novo produto e ndo

se encontram disponiveis dados sobre este na literatura.
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4.6. Barras alimenticias

Atualmente, as barras alimenticias sdo amplamente consumidas e aceitas. Elas
surgiram ha aproximadamente vinte anos e tém apresentado tendéncia de crescimento de
mercado nos Ultimos anos, principalmente devido ao aumento da preocupacdo dos
consumidores com a saude, tendo em vista que estas sao fonte de nutrientes. As barras
estdo inseridas no segmento de produtos snacks, que tem crescido em média, 2% ao ano
em todo o mundo (Nielsen, 2016). A diversidade de ingredientes utilizados na fabricagédo
permite que estas se enquadrem em subsegmentos de mercado especificos, como por
exemplo as barras de cereais, de proteina e energéticas (Pereira et al., 2018; Guimardes e
Silva, 2009;) e também as barras adicionadas de vitaminas e minerais; com baixo indice
glicémico e barras acrescidas de céalcio (Matsuura, 2005). No processo de
comercializacdo, as alegacOes nutricionais expostas ao consumidor por meio da
embalagem sdo tidas como informacGes de salde, e justificam o potencial das barras

alimenticias como uma opcao de alimento potencialmente saudavel (Pinto, 2017).

A praticidade de consumo das barras alimenticias é um dos principais responsaveis
pelo seu crescimento de mercado. Trata-se de um produto de facil armazenamento e
conservagdo por ndo necessitar de refrigeracdo. Além disso, muitas barras alimenticias
tem como principal atributo a saudabilidade, o fato de usualmente serem fonte de fibras
alimentares e possuir baixo contetdo de lipidios. Um dos grandes desafios para o
desenvolvimento das barras alimenticias € combinar nutrientes como vitaminas, minerais,
proteinas e carboidratos, transformando-os em uma mistura saborosa, com textura,
aparéncia e odor que garantam aceitagdo, em concomitancia com o objetivo principal,

que ¢ oferecer compostos nutricionais especificos (Marchese e Novello, 2017).

As barras de cereais sdo produzidas a partir da compactacdo de cereais, amidos,
farinhas e farelos, e também podem conter frutas secas, castanhas, aromas e ingredientes
ligantes (Guimardes e Silva, 2009; BRASIL, 2005). Os principais aspectos considerados
na elaboracdo desse produto incluem: a escolha dos cereais, a selecdo do carboidrato

apropriado para garantir o sabor e uma vida de prateleira adequada, o enriquecimento
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com varios alimentos e, ou nutrientes e sua estabilidade no processamento (Matsuura,
2005).

Em geral, as barras com alto conteudo de proteina consistem de proteinas, gorduras,
carboidratos e agua, com alguns estabilizantes e inclusdo de amendoim e frutas secas
(McMahon et al., 2009). De acordo com Hogan et al. (2012), os ingredientes mais
utilizados nas barras com alto conteido proteico séo as proteinas de soja e do soro do
leite. Além destes, isolados de proteina vegetal também sdo utilizados, muitas vezes como
misturas com proteinas de soro. As fontes lipidicas mais utilizadas sao os vegetais, como

manteiga de cacau ou Oleo vegetal (McMahon et al., 2009).

Quanto as barras de proteinas disponiveis no mercado, existem irregularidades
relativas a declaragdo da composicdo destes produtos: a variacdo da quantidade de
nutrientes declaradas no rétulo, quando comparada com a real composi¢do quimica do
alimento, muitas vezes ultrapassa o limite estabelecido pela legislagéo vigente (20% a
mais ou a menos). Diante dessas irregularidades, existe a necessidade de um controle
mais rigido das empresas alimenticias quanto aos produtos desenvolvidos e uma
fiscalizacdo mais efetiva dos 6rgdos competentes a fim de garantir a veracidade das
informagdes presentes nos rétulos (Bosquesi, 2016; Brasil, 2003).

Em consequéncia da sua funcionalidade e por possuir nutrientes, em especial
proteinas, que nutrem e promovem a saciedade, a barra alimenticia com alto conteudo de
proteinas (min. 12g/por¢do) (BRASIL, 2012) passou a ser bastante consumida por todas
as classes populares, principalmente por atletas e pessoas fisicamente ativas, que visam
melhorar o metabolismo e alcancar resultados satisfatorios de forma mais rapida aliando

os exercicios fisicos a nutricdo (Bosquesi et al., 2016).

4.6.1. Ingredientes utilizados em barras alimenticias para desportistas

Os principais ingredientes que constituem a barra proteica que serd investigada
neste estudo sdo: o amendoim, a soja, a proteina do soro de leite, o azeite de oliva e a
chia. Nao existem estudos até o0 momento que investigaram a interacao destes nutrientes
em conjunto por meio da producao de uma barra alimenticia constituida principalmente
de proteina e de lipidios ou de qualquer outro alimento em praticantes de exercicio

resistido. No entanto, as propriedades nutricionais destes alimentos e estudos que
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investigaram seus efeitos em praticas de atividade fisica em animais e humanos serdo

relatadas a seguir.

O amendoim ¢ muito utilizado pela industria alimenticia, devido ao sabor, a boa
digestibilidade, e a composi¢do nutricional, pois € um alimento com bom contetido
proteico, lipidico e caldrico (585 cal.100 g-1), com quantidade representativa de vitamina
E, vitamina B1, acido f6lico, potassio, fosforo e zinco (PINTO, 2017). Além desses
compostos, o amendoim contém tocoferol, que atua como antioxidante. Existem diversas
formas de tocoferol, e as presentes no amendoim sao a, B, 6 € y. A forma o possui maior
atividade de vitamina E, embora exista predominantemente nessa oleaginosa a forma y
(Lozano, 2016). A vitamina E ¢é responsavel pela prote¢do contra danos musculares apos
o treinamento e pela melhora do VOomax. O zinco se relaciona a estabilizacdo da

membrana, sintese proteica, estoque e produgdo de insulina (Chou et al., 2018).

Os graos de soja s3o constituidos de 30 a 45% de proteinas, entre 15 e 25% de
lipidios (que incluem os 4cidos graxos essenciais), cerca de 20 a 35% de carboidratos e
5% de cinzas (Moreira, et al., 2016). O perfil de aminoacidos da soja ¢ formado por
histidina, isoleucina, leucina, lisina (elevado contetido), metionina, cistina, fenilalanina,
tirosina, treonina, triptofano e valina, sendo limitada apenas em aminoacidos sulfurados
(Santos, 2010). Aminoacidos de cadeia ramificada, como leucina e isoleucina (BCAA's),
possibilitam redug¢des no nivel de dor e danos a nivel muscular causados pelo exercicio
(Ra et al., 2013). Em razdo do perfil de aminodcidos da soja, estudos investigam sua
qualidade proteica (Da Silva et al., 2010) e os efeitos da suplementacdo proteica

proveniente da soja em comparac¢ao a outras matrizes alimentares.

A soja contém também isoflavonas, que associadas a sua qualidade proteica,
qualificam este alimento como funcional, tendo em vista os efeitos positivos a salude
guando consumido. As isoflavonas possuem em sua estrutura compostos que a permitem
exercer um efeito antioxidante. Os grdos de soja apresentam peptideos bioativos formados
por amino&cidos como tirosina, metionina, histidina, lisina e triptofano, que também

conferem propriedades antioxidantes a leguminosa (Moreira, et al., 2016).

A soja também possui peptideos que exercem diversas atividades bioldgicas, como:
atividade hipolipidémica, anti-diabética, anti-hipertensiva, anticancer, antioxidante, anti-
inflamatdria, e propriedades imunoestimuladoras e neuromodulatdrias (Chatterjee et al.,
2018).
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A semente de chia apresenta em média 18,9% de proteina e € considerada a mais
rica fonte botanica conhecida de acido a-linolénico 6mega-3 (C18: 3, ALA, até 68%) e
tem sido apontada como importante fonte de proteina, fibra alimentar, minerais e
compostos bioativos (da Silva et al., 2017). Segundo Enes et al. (2020), o potencial
bioativo da semente de chia associado ao seu consumo diario, exerce papel protetor no
desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis, principalmente devido aos
efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios, hipoglicémicos e hipolipidémicos da semente.

Entre os compostos bioativos da chia, os peptideos exercem papel antioxidante, e
promovem a reducdo de marcadores inflamatdrios em macrofagos in vitro, como o fator
nuclear kappa  (NF-kB) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Grancieri et al., 2019a;
Grancieri, et al., 2019b). Seu potencial antioxidante também esta relacionado ao conteido
de tocoferdis, fitoesterdis, carotendides e compostos fenolicos, que tém o potencial de
proteger o organismo contra diversas doencas e também promover efeitos benéficos na
salide humana (Marineli et al., 2014; Grancieri, et al., 2019a). A ingestdo de chia induz a
expressao de proteina de choque térmico e restaura a expresséo de SOD e GPx no musculo
esquelético, confirmando seu papel antioxidante (Marineli et al., 2015). A semente
também apresenta alta concentracdo de vitamina E (sendo o y-tocoferol o principal
componente encontrado), flavonas e flavanonas (da Silva et al., 2017; Enes et al., 2020).

O azeite de oliva ¢ constituido principalmente por lipidios. Porém, apresenta outros
componentes em quantidade reduzida, que constituem as fragdes soluvel e a
insaponificavel. A fragdo solivel ¢ composta por mais de 30 tipos de polifendis e
flavonoides e na fragao insaponificavel, tocoferois, alcoois graxos e triterpénicos (Lopes,
et al., 2016). Quanto ao perfil de lipidios do azeite de oliva, este se caracteriza como
excelente fonte de 4cidos graxos mono e poliinsaturados, como o 6mega 3, dmega 6 e
omega 9. Tem sido demonstrado que o acido graxo poli-insaturado 6mega 3 atua como
antioxidante e modulador do sistema imune, potencializando a resposta do organismo a

pratica de exercicio resistido (musculagdo) (Pessoa et al., 2018).

No estudo de Reidy et al. (2017), o consumo de proteina do soro de leite (22g/dia)
€ uma mistura proteica composta de 25% de isolado proteico de soja, 25% proteina do
soro de leite e 50% de caseinato de sddio por 12 semanas de exercicio resistido,
3x/semana em dias ndo consecutivos em homens jovens promoveram hipertrofia
muscular e da area transversal especifica das miofibrilas do vasto lateral. A oferta proteica

ndo aumentou os resultados alcangados pelo exercicio nas miofibrilas, células satélites ou
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adi¢ao mionuclear em homens jovens. Nesse contexto, a oferta proteica pode nao ter sido

suficiente para promover alteragcdes miofibrilares.

Para Burd et al. (2015), o consumo poés-treino de 30g de proteina proveniente da
carne, durante um ano, em homens jovens praticantes de exercicio de forca resistido,
acelerou 0 aumento na concentracdo de aminoécidos plasmaéticos quando comparado a
individuos que receberam a mesma quantidade de proteinas do leite desnatado. Ambas as
proteinas foram capazes de aumentar a fosforilacdo do alvo de mamiferos da rapamicina
(mTOR1) e proteina ribossémica S6 quinase beta-1 p70S6K no pos-exercicio,

evidenciando a ativacdo das vias de hipertrofia muscular.

A oferta de proteina do soro do leite (20g imediatamente ap6s o treino e 20g duas
horas ap6s o treino), em 22 individuos jovens praticantes de exercicio de resisténcia
estimulou as vias de hipertrofia muscular por meio do aumento das concentracdes séricas
de leucina e maior fosforilagdo da proteina p70S6K. Esse consumo proteico também
levou ao aumento da taxa de sintese proteica muscular em até 5h ap0s o exercicio, quando

comparado ao leite (Hamarsland et al., 2017).

De acordo com Poulios et al. (2018), a suplementacdo com proteina do leite, em
1,15 g/kg em dias de jogo e 0,26g/kg em dias de treinamento com jogadores de futebol
ndo resultou em mudancas na corrida de alta intensidade quando comparado ao grupo
placebo. Quanto a resposta ao estresse oxidativo, 0s autores apontam que a proteina
carbonilada e o &cido tiobarbitirico tem um aumento de vida mais curto no grupo

suplementado com proteina, quando comparado ao placebo.

4.6.2. Barras alimenticias com alto contetddo de proteinas e seus efeitos metaboélicos

O mercado das barras alimenticias com elevado contetdo de proteina se encontra
em ascensdo e o principal motivo é o aumento dos consumidores em potencial para
lanches que ofertem uma quantidade significativa de proteinas (Franco, 2015). Devido a
esse crescimento, vém sendo desenvolvidas novas formulagGes para atender a essa
demanda dos consumidores. Nesse sentido, diversos estudos vém sendo conduzidos
avaliando o efeito da oferta de barras com alto conteldo de proteinas, sendo estas

provenientes de diferentes fontes alimentares, como a proteina do soro do leite e a
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proteina da soja, perante diversas situacdes, como o exercicio resistido e resisténcia a

insulina.

Grubic et al. (2019) compararam os efeitos da ingestdo de uma barra alimentica
contendo 20g proteina de soro de leite e 25g de carboidratos, incluindo as fibras
alimentares com a ingestdo de 25g de gel de dextrose no desempenho e recuperagdo do
exercicio resistido agudo e o condicionamento em homens eutroficos, jovens treinados.
A oferta dos macronutrientes aconteceu dentro da estratégia nutricional comumente
utilizada para desportistas. Os autores revelaram que a ingestdo da barra alimenticia antes,
durante e ap0s intenso exercicio resistido e condicionamento de sprint mantiveram a
glicemia e aumentaram a insulina em maior grau quando comparada a dextrose.

Os autores demonstram também que embora ndo tenham sido observados efeitos
significativos nas varidveis de desempenho, houve alguma evidéncia na analise de
alteracdes médias da linha de base com IC de 95% de que a ingestdo da barra ajudou a
manter a resisténcia e o desempenho do exercicio de sprint, sem alteracdes nos
marcadores de catabolismo e de inflamag&o. Além disso, Grubir et al. (2019) demonstram
que o consumo dessa barra pode servir como uma boa opg¢édo de alimento com baixo
indice glicémico para os individuos tomarem antes, durante e/ou ap0s exercicios
intensos,bem como pode ser uma boa opc¢éo de alimentos com baixo indice glicémico
para populacGes pré-diabéticas e diabéticas.

Faria et al. (2015) substituiram, respectivamente, 25, 50 e 75% da proteina do soro
do leite presente em barras alimenticias proteicas por proteina de soja isolada e avaliaram
o efeito da oferta das barras modificadas na resisténcia a insulina de ratas Wistar
diabéticas. Eles ofertaram a barra as ratas por quatro semanas. A forma de administracdo
adotada foi o preparo de uma alimentagédo contendo 20% da formulagéo adaptada e 80%
de dieta padrdo para roedores. As barras alimentares utilizadas no estudo continham entre
30 e 36% de proteina e quanto a fibra alimentar total, as formulacGes apresentaram entre
22 e 27%.

Quanto a aceitacdo sensorial, de acordo com a escala heddnica de nove pontos, as
barras apresentaram aceitacdo entre 6 e 8, o que vai de gostei ligeiramente a gostei
extremamente. Segundo Faria et al. (2015), a oferta de barras proteicas contendo proteina
de soja isolada e isoflavonas de soja capaz de atenuar ou prevenir disturbios do

metabolismo da glicose em modelo animal.
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El-Shobaki et al. (2018) recrutaram homens entre 19 e 25 anos adaptados ao
exercicio resistido para receberem a suplementacdo proteica proveniente de barra
alimenticia preparada com proteina do soro do leite isolado. Cada barra alimenticia
continha 269 de proteina. Os individuos recebiam a suplementacao 4x/semana durante 4
meses. Os autores também realizaram a analise do perfil de acidos graxos e identificaram
que os principais acidos graxos poliinsaturados presentes na barra sdo o acido oleico
(38,1%) e o acido linoleico (28,1%), e entre os &cidos graxos saturados sdo o acido
estearico (7,1%) e o &cido behénico (6,6%). Os autores demonstram também que a barra
de proteina de soro de leite formulada e utilizada pelos atletas apds o treinamento de
resisténcia melhorou a composicao corporal. Também relatam que as barras de proteina
de soro de leite ndo tém efeito prejudicial a fungbes hepaticas ou renais e recomendam
que seu consumo seja realizado apds o exercicio para que os atletas possam ter seus
beneficios méaximos.

Embora estudos ja venham sendo conduzidos analisando os efeitos metabdlicos de
barras com alto contetdo de proteinas, ndo se encontram disponiveis na literatura estudos
que avaliem o efeito de uma barra alimenticia que combine proteinas (proteina do soro
do leite isolada, proteina da soja, albumina) em individuos ou animais submetidos aos

exercicio de forca de resistido por um periodo prolongado.

4.7. Consumo de macronutrientes e apetite
4.7.1. Consumo de proteina e saciedade

A ingestdo proteica aumentada é apontada como fator associado ao aumento da
saciedade, sendo adotada para evitar o consumo de alimentos com alto contetido de
acucares e, ou gordura, além da quantidade de alimentos ingerida (Bensaid et al., 2002).
Du et al. (2017) observaram que esse efeito foi mais eficaz no café da manha do que nas
demais refeicoes.

Monteyne et al. (2016) ofereceram proteina do soro do leite (whey protein)
(0,3g/kg/peso) para homens jovens praticantes de exercicio de forca resistido
imediatamente ap0s o treino e observaram que seu consumo reduziu 0 gasto energético
em comparagdo ao grupo que recebeu dextrose. Os autores também aplicaram um
questionario subjetivo para avaliar a saciedade, porém ndo encontraram diferenca entre

0S grupos.
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Além disso, a matriz de aminoécidos que compde a proteina também tem relacdo
com o efeito que esta exerce sobre a saciedade. Alimentos que oferecem as proteinas de
alto valor bioldgico, ou seja, compostas por todos 0os aminoacidos essenciais, podem
exercer maior saciedade do que alimentos compostos por proteinas de menor qualidade
(Westerterp-Plantenga et al., 2012).

Nesse contexto, Hall et al. (2003) ofertaram 48g de proteinas do soro de leite e da
caseina por 7 dias em adultos jovens e eutroficos de ambos os sexos, e observaram que
o0 soro de leite foi mais sacietogéna quando comparado a caseina. Ao avaliarem os niveis
plasmaéticos de peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), colecistoquinina (CCK) e o
peptideo inibidor gastrico (GIP), observaram niveis plasmaticos mais altos no grupo
suplementado com proteinas do soro do leite. Quando comparada com a proteinas de soja
e com a albumina, a proteina do soro do leite também foi considerada mais efetiva
(Veldhorst et al., 2008).

A sensacdo de saciedade causada por uma dieta com alto contetdo de proteinas
estd associada ao aumento do consumo energético, que gera uma demanda maior de
oxigénio e aumento da temperatura corporal durante o processo digestivo (Westerterp-
Plantenga et al., 2012). Além disso, Mellinkoff et al. (1956) observaram que a
concentracdo elevada de aminoéacidos ndo utilizados para a sintese proteica no plasma
sanguineo é também um regulador de saciedade, diminuindo a ingestdo de alimentos.

A suplementacdo de 15% de proteinas levou ao aumento da secrecdo de
hormdnios anorexigénicos, como GLP-1, CCK e o peptideo PY'Y e a reducdo da secrecao
de hormdnios orexigénicos, como a grelina em individuos de adultos de ambos 0s sexos
(Smeets et al, 2008). No entanto, ao se ofertar 25% e 10% de caseina, proteina do soro do
leite ou proteina de soja, Veldhorst et al. (2007) observaram que o aumento da saciedade
ndo se relacionou com GLP-1, PYY e CCK, e que a caseina e a proteina de soja
conferiram maior saciedade. Ao oferecer 25% de proteina do soro do leite, houve aumento
de GLP-1 e de insulina plasmaticos, concomitante a reducdo dos valores de grelina.
Porém, ao avaliarem saciedade, os individuos que receberam menor percentual

apresentaram maior sensacdo de saciedade.

4.7.2. Lipidios e saciedade

A dieta ocidental fornece entre 80 e 100g de lipidios diariamente. Os principais

acidos graxos ingeridos neste tipo de dieta sdo 0s acidos graxos de cadeia longa. Apoés a
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ingestdo, os acidos graxos sdo degradados em é&cidos livres e monoacilglicerdis
principalmente no intestino delgado. No lumén intestinal, os &cidos graxos livres se
incorporam em micelas e adentram os enterdcitos por difusdo simples. No interior dos
enterdcitos os acidos graxos sdo redirecionados para a sintese de triglicerideos e outros
derivados (Witkamp et al., 2018). Este estudo vem para ofertar quantidades significativas
de &cido oleico, linoleico e também &cido linolénico e investigar seus efeitos em conjunto
sobre a sensacdo de saciedade em ratos Wistar por meio da investigacdo do consumo
alimentar total e consumo alimentar de uma barra alimenticia salgada rica em proteinas.

Os dados disponiveis na literatura tém apontado a quantidade e os tipos de gordura
consumidos na alimentacdo sdo capazes de modular a liberacdo de peptideos
gastrointestinais relacionados a saciedade: PYY, GLP-1, CCK e grelina (GRE). Uma
refeicdo rica em lipidios esta relacionada com o aumento da liberacdo de peptideos
gastrointestinais, com aumento da atividade observado apds o consumo de uma refeicéo
contendo acidos graxos de cadeia longa, em comparacdo com &cidos graxos de cadeia
curta e média (Sun et al., 2019; Witkamp et al., 2019).

Os acidos graxos mono e poli-insaturados, bem como os acidos graxos saturados
sd0 0s principais acidos graxos presentes nos 6leos de cozinha. O w6 € o principal acido
graxo poliinsaturado presente na dieta ocidental, enquanto o &acido palmitico €
amplamente utilizado em varias aplicacGes alimentares em todo o mundo.

Chang et al. (2016) submeteram 15 homens e 15 mulheres acometidos de sindrome
metabdlica ao consumo de uma dieta com alto conteudo de lipidios (high fat) enriquecida
com acidos graxos saturados, monoinsaturados ou acido graxo poliinsaturado linoleico.
Os participantes receberam um copo de milk shake sabor morango contendo 50,9 g de
lipidios. Os autores identificaram que seis horas apds a ingestdo do shake, o grupo
alimentado com com alto contetdo de lipidios enriquecida com &cidos graxos saturados
levou a um aumento do peptideo inibidor gastrico (GIP). Os autores demonstram que a
quantidade e os tipos de &cidos graxos afetaram agudamente a liberacdo do peptideo
gastrointestinal em portadores de sindrome metabdlica, porém ndo afetaram a saciedade.

Por outro lado, Sun et al. (2019) analisaram os efeitos de dietas com alto contetdo
de &cidos graxos mono (MUFA) ou poli-insaturados (PUFA) em 13 homens chineses
saudaveis. Os autores ofereceram refei¢des isocaldricas a base de arroz contendo 40g de
gordura, provenientes de azeite de oliva (fonte de acidos graxos monoinsaturados) e de
6leo de semente de uva (fonte de acidos graxos poliinsaturados). Os autores

demonstraram neste estudo que a oferta de MUFA apresentou uma reducao na grelina 30
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e 60 minutos apos a ingestdo. No entanto, aos 120 minutos, a area abaixo da curva para
grelina foi superior no grupo PUFA. A concentracgdo de GIP nos tempos 20 e 120 minutos
apos a ingestdo foi superior no grupo MUFA. Nédo foram encontradas diferencas entre os
grupos para GLP-1.

Polley et al. (2018) ofereceram dietas contendo 50% de lipidios monoinsaturados
ou poli-insaturados para 15 homens adultos jovens sedentarios por cinco dias. A dieta
rica em lipidios com &cidos graxos poli-insaturados resultou em uma menor sensacao de
fome. No entanto, 0 consumo energético, as classificacdes de plenitude e o PYY néo
diferiram entre as dietas antes e apés intervengao.

Nesse contexto, Kaviani et al. (2017), considerando dados hormonais e de
saciedade, relatam que os PUFAs aumentam a resposta de PYYY, os MUFAs levam a uma
resposta mais forte de GLP-1 e GIP. Horm6énios como CCK, grelina, leptina, insulina ndo
se alteram com PUFAs ou MUFA:s.

4.8. Lipidios e efeitos benéficos a satude associados a pratica de atividade fisica

Os suplementos lipidicos tem se destacado entre os atletas de alto rendimento
devido a sua capacidade de auxiliar na perda de peso, melhorar o perfil de lipidio e o
desempenho fisico, além de melhorar o metabolismo de gordura e ampliar a sintese de
testosterona e reposicdo dos estoques de glicogénio (Macaluso et al., 2013). Entre os
lipidios utilizados na suplementacdo desses atletas, o acido linoleico conjugado (CLA)

tem exercido um papel de destaque.
4.8.1. Acido Linolénico (m3)

A prética de exercicio fisico regular, assim como a ingestao de »3, leva ao aumento
da oxidacdo de acidos graxos. Além disso, o consumo de acidos graxos 3 aumenta a
producédo de enzimas antioxidantes como a catalase, glutationa peroxidase e superéxido
dismutase. Também estdo associados ao aumento da sensibilidade & insulina e a
prevencéo de hiperglicemia (Simopoulos, 2008).

Os acidos graxos poliinsaturados funcionam como antioxidantes principalmente
para evitar a peroxidacédo dos lipidios de membranas, pois as moléculas de lipidios que
apresentam mais duplas ligacdes sdo mais susceptiveis & interagido com EROs. Acidos
graxos poliinsaturados 3, como o &cido eicosapentanoico (EPA) e o acido docosa-

hexanoico (DHA) apresentam cinco e seis duplas ligacGes respectivamente, e com isso
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sdo substratos mais suscetiveis ao ataque dos radicais livres, minimizando o ataque destes
a lipidios de membrana e a outros sistemas bioldgicos (Campos et al., 2015).

No entanto, Bloomer et al. (2009) suplementaram 2224mg de EPA + 2208mg de
DHA por seis meses em homens jovens treinados, e essa suplementacdo nao exerceu
efeitos na capacidade antioxidante, LDL oxidada, malondialdeido, raz&o nitrato/nitrito e
atividade da xantina oxidase desses individuos, embora a concentragdo plasmatica de
peroxido de hidrogénio (H20.) tenha reduzido em resposta ao exercicio.

Estudos vém sendo conduzidos para investigar o efeito do consumo do &cido graxo
®3 em co-morbidades, como esteatose hepética e doencas cardiovasculares (Miotto et al.,
2017; Barbeau et al., 2017). Meital et al. (2019) investigaram o efeito do consumo de
0mega 3 em células de homens portadores de aneurisma da aorta abdominal e observaram
que a suplementacao foi capaz de reduzir a concentragdo de fator de necrose tumoral a
(TNFa) e interleucina 6. Além disso, o DHA também aumentou a atividade da glutationa

peroxidase.

O estudo de McAnulty et al. (2010) demonstrou que os niveis de EPA e DHA
plasméticos aumentaram nos grupos suplementados com ®3. A capacidade de absor¢éo
de radicais livres reduziu em 48 ciclistas jovens treinados ativos 3x/semana, durante 6
semanas, nos grupos suplementados com 6mega 3 (2000 mg de EPA + 400mg de DHA),
complexo vitaminico mineral, combinacdo de 6mega 3 e complexo vitaminico e placebo.

A deplecdo de um ou mais antioxidantes ndo foram afetados pela suplementacao.

4.8.2. Acido Linoleico (6)

O é&cido linoleico, também conhecido como w6, & o principal acido graxo
poliinsaturado consumido nas dietas ocidentais. O w6 ¢ considerado um acido graxo
essencial pois humanos nao sdo capazes de sintetiza-los. As principais fontes de ®6 sdo
0s 0leos vegetais, as oleaginosas, sementes e alimentos industrializados preparados com
Oleos vegetais (Innes et al., 2018; Blasbalg et al., 2011).

Esse acido graxo (AL) é componente estrutural de membranas celulares e
precursor de diversos eicosanoides envolvidos nos processos fisioldgicos, como o acido
araquidénico (Delplanque et al., 2015). No entanto, o acido araquiddnico exerce
atividades pro-inflamatorias na cascata de inflamagéo, ao se converter em prostaglandinas

e, ou leucotrienos (Tortosa-Caparros et al., 2016).
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Além de exercer esses papeis no organismo, desde meados da década de 90, uma
isoforma do 4cido linoleico, o Acido Linoleico Conjugado (CLA) tem sido apontado
como potencializador no controle do peso corporal. Mika et al. (2019) demonstraram que
em camundongos BALB/c saudaveis praticantes de exercicio de forca resistido, o
consumo de 35 pl de CLA por seis semanas aumentou o contetdo de acidos graxos de
cadeia ramificada e de acidos graxos w6 hepaticos.

Em relacdo ao exercicio aerobico (endurance), Barone et al. (2016) submeteram
camundongos sedentarios e corredores a seis semanas de suplementacdo com 0,7g/kg/dia
de CLA e verificaram que o exercicio de endurance estimula a biogénese mitocondrial
por meio das isoformas de receptor ativado por proliferador de peroxissomo co-ativador
gama l-alfa (PGCla), porém a suplementacdo com CLA ndo estimula a biogénese
mitocondrial e as isoformas de PGCla. No entanto, induz a hipertrofia das fibras

musculares do tipo l1x e aumento dos capilares sanguineos.

4.8.3. Acido Oleico (09)

O Acido oleico, também conhecido como 6mega 9, é um &cido graxo mono-
insaturado e é o principal &cido graxo que compde o perfil lipidico do azeite de oliva, do
amendoim e da soja (TACO, 2012).

Os acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) tem exercido papel na protecao
cardiovascular e outras doencas, tais como diabetes e esteatose hepatica ndo alcodlica.
Diferente dos &cidos 6mega 3 e dmega 6, 0 dmega 9 ndo é um acido graxo essencial,

sendo o organismo humano capaz de sintetiza-lo.

O ®9 ¢ o principal &cido graxo consumido na dieta mediteranea, conhecida por
seu papel protetor na saude cardiovascular, potencial anticancerigeno. O ®9 ¢ também o
principal acido graxo presente nas paredes de membranas celulares, promovendo
saudabilidade e melhor qualidade de vida (Asif, 2011). Nesse contexto, Chen et al. (2018)
verificaram que o &cido oleico exerceu papel protetor frente aos acidos graxos saturados

que induzem lipotoxicidade nas células, em especial nos hepatocitos.
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5. METODOLOGIA

O desenvolvimento da barra alimenticia ocorreu no Laboratério de
Desenvolvimento de Novos Produtos e Andlise Sensorial (DNS/UFV), a caracterizagdo
do produto nos Laboratérios de Analise de Alimentos, Laboratério de Nutricdo
Experimental e Laboratorio de Anélise de Vitaminas (DNS-UFV), Multivariate Chemical
Data Analysis Laboratory (MCDALab) (DEQ-UFV). O ensaio bioldgico e as analises de
estresse oxidativo aconteceram no Laboratorio de Nutricdo Experimental (DNS-UFV)
em parceria com o Laboratorio de Biologia do Exercicio (BIOEX-UFV). As analises
bioquimicas foram realizadas no Laboratdrio de Analises Clinicas da Divisdo de Saude
(DAS-UFV).

5.1. Desenvolvimento do produto

O desenvolvimento da barra alimenticia com alto conteido de proteinas foi
realizado de agosto a novembro de 2018. O amendoim e os demais ingredientes utilizados
na elaboracao da barra alimenticia foram adquiridos do comércio local, com exce¢do da
soja (variedade UFV105TN) que foi obtida do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuéria (BIOAGRO-UFV).

5.1.1. Selecao da matéria-prima

Os ingredientes utilizados na formulagao foram escolhidos com base na literatura,
de forma que o produto desenvolvido atendesse as normas técnicas para alimentos
voltados para desportistas (RDC N° 54, de 12 de novembro de 2012 e RDC N° 18, de 27
de abril de 2010).

Os alimentos escolhidos foram testados durante o processo ¢ as quantidades
utilizadas foram ajustadas a fim de alcangar o resultado final desejado. Durante o
desenvolvimento, o amendoim, a soja UFVTNI105, a proteina do soro do leite, a
albumina, o colageno hidrolisado, a semente de chia e o azeite de oliva extra virgem foram
selecionados como ingredientes da formulagdo, conferindo sabor neutro e ou, levemente
salgado a barra, tornando o produto uma inovacao de mercado. Ao caracterizar o produto
final, foram testados trés sabores para avaliar a aceitacao dos consumidores: o neutro, que

foi acrescido apenas de sal e duas variagdes de sabor, em que utilizamos uma mistura de
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sal e ervas. Com exceg¢do do sal ou do sal + ervas, os demais ingredientes da barra foram

utilizados em mesma proporg¢ao.
5.2. Anélise de composicao centesimal

N&o havendo diferenca estatistica entre a aceitacdo dos trés sabores de barra pelos
consumidores em potencial, foi realizada analise da composi¢do quimica centesimal do

sabor neutro (adicionada apenas de sal). Esta analise foi realizada em triplicata.

5.2.1. Umidade

O teste de umidade foi realizado pelo método de secagem em estufa, deixando a
amostra em estufa de circulagdo de ar a 105°C, por 24 horas, até que atingisse um peso
constante. A amostra foi pesada em placa de petri antes e depois da secagem, seguindo
protocolo proposto pela AOAC (2012). O percentual de umidade foi calculado da
seguinte forma: percentual de umidade = 100 - (peso de umidade/peso Umido x 100).

5.2.2. Cinzas

A determinacdo de cinzas foi realizada por meio do método de determinacdo das
cinzas (total) segundo a AOAC (2012). ApGs a pesagem da amostra, esta foi incinerada
em mufla, com temperatura entre 500 a 600 °C. Apds a incineragdo, os cadinhos com as
cinzas foram colocados em dessecador até que atingissem temperatura ambiente. A
diferenca entre o peso do conjunto e o peso do cadinho vazio correspondeu a quantidade

de cinzas na amostra.
5.2.3. Lipidios

A extracdo de lipidios foi realizada em soxhlet, com éter de petréleo como solvente.
Os procedimentos de extracdo de lipidios seguiram o protocolo proposto pela AOAC
(2012).

5.2.4. Proteinas

A analise de proteinas foi realizada pelo método Kjeldahl. Os procedimentos de
extracao de proteina seguiram o protocolo proposto pela AOAC (2012).
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ApoOs a digestdo e a destilacdo das proteinas, foi realizada titulometria de
neutralizacdo, onde: o numero de miliequivalente do acido = nimero de miliequivalente
da base, ou seja, n° de meq do HCI = n° de meg do N (mL do acido x normalidade do
acido = peso N (g) / meqg do N) peso N (g) = mL do acido x normalidade do acido x 0,014
e peso N (mg) = mL do &cido x normalidade do 4cido x 14. De maneira que a porcentagem

de N x o fator = porcentagem de proteina total.

5.2.5. Fibra alimentar

A determinacéo dos teores de fibra alimentar total (FAT) e fibra alimentar soltvel
e insolavel (FAI) das amostras foi pelo método enzimatico gravimeétrico (AOAC, 2012).

A determinacdo de fibra alimentar requer o tratamento prévio da amostra por meio
de combinacBes de enzimas e solucdes tampdes em diferentes niveis de pH e
temperaturas, para completa remoc¢do do amido e parcial remocao da proteina. Apds a

extracao da fibra alimentar total, foram descontados cinzas e proteina da fibra.
5.2.6. Carboidratos

A quantidade de carboidratos foi calculada por diferenca, os percentuais de
proteinas, fibras, lipidios, umidade e cinzas foram somados e em sequéncia subtraidos de
100. O valor obtido a partir dessa subtracéo correspondeu ao percentual de carboidratos.

5.3. Atividade Antioxidante
5.3.1. Preparo do extrato

Foram adicionados dois gramas de barra alimenticia a 20ml de solugéo de acetona
70%. A suspensdo foi agitada automaticamente (10 g, 2 h, 25 C) e centrifugado (2865 g,
15 min) (Hermle, modelo Z216MK, Alemanha). O sobrenadante foi transferido para um
recipiente e o volume foi completado para 20 mL com solucgéo de acetona 70%. O extrato

foi colocado em frasco ambar e armazenado em freezer (-18 + 1 ° C) até a analise.
5.3.2. Atividade de remocéao de radical (DPPH)

Em um tubo protegido da luz, 100 pL do extrato foi adicionado a 1,5 mL de solucéo

metanolica DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) e agitada em vortex (3000 rpm) por 30s.
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A solucdo foi colocada em repouso por 30 minutos e em seguida absorvancia foi lida em
espectrofotébmetro a 517 nm (Thermo scientific, 606 Evolution, EUA). A curva analitica
foi construida usando uma solucéo de trolox de 50 a 100 mMol / L. O anti-radical (AAR)

foi expressa em um equivalente | mol trolox/g de amostra (mMol trolox / g) (Bloor, 2001).
5.4. Analise de fendlicos totais

O total de compostos fendlicos na barra foi determinado utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON e colab., 1999), em triplicata. Para anéalise, 500 pL de
extrato foram adicionados a 500 pL de solucdo de Folin-Ciocalteau 20% e 500 pL de
solucdo de carbonato de sddio 7,5%. Em seguida, a solucdo foi agitada em vortex e

deixada em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente (25°C).

Apés o tempo em repouso, a leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdbmetro (Thermo Scientific, Evolution 606, USA) a 765 nm. A quantificacdo
foi calculada conforme curva analitica obtida na leitura da absorbancia de solu¢do padrao
com diferentes concentragdes de acido galico. Os resultados foram expressos em

miligramas de equivalentes de acido galico por grama de amostra (mg GAE/Q).
5.5. Perfil de Acidos Graxos

A primeira etapa desta andlise consistiu na extracdo a frio do déleo da barra no
Laboratorio de Biotecnologia e Pos-colheita de Macauba (FIT/UFV). Apds a extracdo o

oleo foi centrifugado por 5 minutos a 1600 g, 25°C.

Em seguida, foram pipetados 30 ul do 6leo e acondicionados em tubos plasticos.
Foram adicionados 2mL de solugédo a 0,2 mol/L de KOH em metanol, reagindo sob
agitacdo em vortex por 15 min & temperatura ambiente. Ap6s a reacdo, foram adicionados
2 mL de agua destilada. A extracdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi feita a partir
da adicdo 6 mL de hexano. Em seguida, a solucdo bifasica formada foi centrifugada e a
fase hexanica foi separada em tubo plastico de 15 mL. Foi adicionado ao extrato hexanico
0,3 g de sulfato de sodio anidro para absor¢do da agua remanescente. Uma aliquota da
fase hexéanica foi succionada com seringa e filtrada com filtro de teflon de 0,22 um em

vials de 2 mL. Os vials foram tampados e armazenados até a injecgéo.

As separacdes foram realizadas em coluna de silica, capilar SP-2560, com

didmetro interno de 0,18 mm e o tamanho de 75m, acondicionada em cromatdgrafo a gas
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(GC) Shimadzu GC-2010 com injetor automatico. Foi usado o detector por ionizagdo de
chama (FID) para a deteccdo dos &cidos graxos. O volume injetado foi de 0,5uL e 0 modo
de injecdo foi split de 1:50, o fluxo do gas de arraste (N2) foi 0,41 mL/min e a pressédo da
coluna foi de 176,1 kPa. Os compostos foram identificados pelo tempo de retencédo
usando padrdes de referéncia certificados, utilizando o hexano como solvente e a
quantificacdo foi realizada por meio das areas dos picos do cromatograma (Mir e
Ghoreishi, 2015).

5.6. Quantificacdo de leucina e isoleucina

A andlise da quantificacdo de leucina e isoleucina da barra com alto conteudo de
proteinas foi realizada a partir de dados cientificos sobre a composicao de aminoacidos
da proteina do soro do leite isolada, soja UFVTN105, amendoim, semente de chia,
colageno hidrolisado e ovoalbumina, respectivamente (Kalman, 2014; Moraes et al, 2006;
Freitas & Naves, 2010; Grancieri, Martino & Meija, 2019, Ziegler & Sgarbieri, 2009;
American Egg Board, 2019).

5.7. Estudo Experimental

O estudo experimental foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo Experimental do
Departamento de Nutricdo e Salde em parceria com o Laboratério de Biologia do
Exercicio (BioEx) do Departamento de Educacao Fisica (DES) da UFV. Foram utilizados

ratos Wistar machos, com idade entre 55 e 60 dias (Raizel, 2017).
5.7.1. Alocacdo dos animais e duracdo do experimento

Os animais foram provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFV e transportados em caixas de polietileno, com até cinco
ratos cada, em veiculo com ar condicionado até o Laboratério de Nutricdo Experimental,
situado no Departamento de Nutrigdo e Saude da UFV, onde ocorreu o procedimento

experimental.

No laboratorio, os ratos foram alocados em gaiolas de aco inoxidavel individuais,
em ambiente com temperatura controlada de 22°C £ 3°C, com ciclo de luz de 12 horas,
recebendo agua e dieta ad libitum. O peso corporal e 0 consumo alimentar dos animais
foram registrados semanalmente em balanca digital durante o periodo experimental de

oito semanas.
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Os grupos tratamento correspondem a: SED (animais sedentarios + dieta padrdo),
SEDP (animais sedentérios + dieta padrdo + 30% de proteina proveniente da barra), TRE
(animais treinados + dieta padrdo), TREP (animais treinados + dieta padrdo + 30% de
proteina proveniente da barra) (Figura 1).

O treinamento e, ou a intervengdo foram iniciados quando os animais atingiram 8
semanas de idade. Todos os procedimentos foram realizados sob supervisdo de um
médico veterinario, de acordo com o0s principios éticos na experimentacdo animal
elaborados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto foi
submetido & Comissio de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) e aprovado, sob nimero de protocolo 89/2018.

5.7.2. Dietas experimentais

A composicéo das dietas foi baseada na dieta AIN-93M, proposta por Reeves et al.,
(1993), com o teor de proteina de 12%. 0s grupos experimentais que receberam a barra
alimenticia tiveram oferta proteica de 20% proveniente desta, a fim de suprir as
necessidades aumentadas diante da pratica de atividade fisica regular (CANADA, 2009)
(Tabela 1). Os ingredientes que compdem as dietas experimentais foram ajustados
considerando além da proteina ofertada pela barra alimenticia, a quantidade de fibra
alimentar, amido, e o0leo, de modo a manter a densidade caldrica semelhante entre as
dietas experimentais. A partir do percentual adotado, a quantidade planejada de oferta de
proteinas para os animais foi de 15,6%. Esse percentual corresponde ao consumo de 3,12
g de proteina/dia, considerando o consumo de 20g de dieta/dia. Para esse consumo de
dieta/dia, a suplementacéo corresponde a 0,72g/dia de proteina proveniente de barra. Para

atender a essa demanda proteica, foi ofertado 80,29 de barra/kg de dieta.

Para o preparo das dietas, todos os ingredientes foram pesados em balanca semi-
analitica da marca GEHACA®, modelo BG2000, misturados manualmente e peneirados
em peneiras de plastico. Posteriormente, foram homogeneizados em batedeira industrial
da marca Leme® por 15 minutos. Em seguida, a dieta foi acondicionada em sacos de

polietileno, devidamente rotulados e armazenados em freezer (-20 °C).

Todos os animais receberam dieta comercial até o inicio da intervencdo. Uma
semana antes do inicio da intervengdo, os animais foram submetidos a um teste de
consumo para determinar o percentual de perda no consumo de barra. A forma que

resultou num menor percentual de perda (20%) foi a oferta de barra em farelo. Assim,
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ofertamos 2g de barra/dia para os grupos alimentados com dieta padrdo + barra. Durante
a primeira semana de intervencdo esse percentual de perda diminuiu para 10%, entdo a
oferta de barra foi ajustada para 1,8g/dia. Durante a intervencdo, a oferta da barra
alimenticia foi realizada imediatamente apos o treino e de forma simultanea aos dois
grupos alimentados com dieta padrdo + barra. O consumo de barra pelos animais foi

calculado diariamente.

Os animais receberam a dieta padrdo + barra alimenticia somente nos dias em que
0 grupo treinado alimentado com barra foi submetido ao exercicio fisico. Desta forma, os
animais receberam dieta padrdo + barra alimenticia de segunda a sexta-feira, e aos
sébados e domingos os comedouros foram substituidos por novos comedouros e

alimentados apenas com a dieta padrédo, durante as oito semanas de intervengéo.
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Tabela 1. Ingredientes utilizados no preparo das dietas experimentais (g/kg).

AIN-93M AIN-93M + BARRA
Ingredientes
Albumina 150,02 150,02
Barra Alimenticia - 80,2
Maltodextrina 155,0 142,7
Amido de Milho 455,7 421,8
Sacarose 100,0 92,1
Oleo de Soja 40,0 21,5
Celulose 50 42,4
Mix Minerais 35 35
Mix de Vitaminas 10 10
L-cistina 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Tetrabutilhidroquinona 0,008 0,008
Total 1000g 1000g
0/PTN/kg de dieta 137,2 178,5
DC (kcal/g) 3,58 3,55
Dieta CHO (%) PTN% LIP%
AIN-93M 76,22 13,72 10,06
AIN-93M + Barra 72,02 17,85 10,13

8Quantidade utilizada considerando um grau de pureza de 80% da albumina. AIN-93M:
Dieta padrdo para roedores proposta por Reeves et al. (1993); AIN93M+PTN (30%):
Dieta padrao para roedores proposta por Reeves et al. (1993) + suplementacdo 30% de
proteina proveniente da barra; CHO: carboidratos; PTN: proteina; LIP: lipidios; DC:
Densidade Calorica

5.7.4. Definicdo do tipo de atividade fisica e intensidade

Antes da intervencao, os animais passaram por procedimento de familiarizagcdo com
a escada vertical e condicionamento por um periodo 10 dias, sem utilizacdo de pesos.
Apés esta etapa, foi realizado o teste de peso maximo carregado. A familiarizacéo
consistiu em subir a escada com um equipamento de carga sem peso por 1 semana, em

dias alternados, num total de 4 sessdes de adaptacdo (NEVES, 2016).

5.7.4.1. Familiarizacdo com a Escada Vertical
Inicialmente, todos os ratos foram adaptados ao protocolo de treinamento subindo
uma escada vertical (1,10 m de altura., 0,18m de largura, com grades intercaladas de 2
cm, 80° de inclina¢do). Uma cdmara de alojamento (20 cm largura x 15cm de altura x
30cm de profundidade) foi colocada no topo da escada e serviu de abrigo durante o

periodo de intervalo entre subidas (Figura 1).
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Figura 1. Familiarizag&o dos animais com a escada vertical.

5.7.4.2. Teste de Peso Maximo Carregado (PMC)

O primeiro PMC dos animais treinados foi realizado dois dias apds o término da
etapa de familiarizacdo. Para a subida inicial, o peso carregado foi equivalente a 75% do
peso corporal do animal. Em seguida, foram adicionadas cargas de 30 em 30g, até que o
animal atingisse sua capacidade maxima, momento que o animal ndo conseguiu escalar
toda a extensdo da escada apds 4 a 9 tentativas, com um periodo minimo de descanso de
90s entre subidas (NEVES, 2016).

A carga mais pesada que o animal conseguiu carregar por toda a extensdo da escada
foi considerada o PMC (NEVES, 2016).

Este procedimento foi aplicado a cada duas semanas, durante as 8 semanas de
experimento (TO, T2, T4, T6) nos dois grupos treinados a fim de determinar as adaptacdes

da for¢a muscular ao longo do tempo.

5.7.4.3. Protocolos de Treinamento de Forca Resistido
Apds cada teste de PMC, os 2 grupos treinados realizaram 5 sessdes/semana em
dias consecutivos (de segunda a sexta-feira), entre 08:00 e 12:00 horas, durante 8
semanas, num total de 40 sessdes. A sessdo de treino consistia em 8 séries de subida, com

1'30" de pausa entre elas, sendo a duracdo média de cada sessdo de treino,
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aproximadamente 10-15 minutos. Os ajustes (aumento) de carga foram realizados a cada
15 dias, de acordo com o novo teste de PMC (NEVES, 2016).
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5.7.5. Céalculo amostral

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, com oito animais
cada, de acordo com o proposto por Conagin (1959), em que cada animal foi considerado
uma repeticdo, de modo que a diferenca da média dos pesos entre 0s grupos ndo excedesse
seis gramas.

Foi utilizada a seguinte equagéo: r = 2 s 2 * (ta +tf) * (ta + tB)/d 2, em que:

r = nimero de repeticGes calculado

s? = variancia dos dados de referéncia

ta = probabilidade do erro tipo 1 em funcgdo do grau de liberdade do residuo

tB = probabilidade do erro tipo 2 em funcdo do grau de liberdade do residuo

d = distancia minima entre médias.

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Sedentario Controle Treinado | Treinado GLU+ALA Para formula
TNFa 1,77+0,02 2,05+0,07 1,69+0,08 1,7975 0,065
N 8 8 8 8
Fonte: Raizel, 2017.
s2=0,003249
ta=1,696
tf = 1,054
d=0,08

Consideramos estudos prévios com modelo animal e desfechos similares aos da
presente pesquisa (Raizel, 2017). Foram adotados quatro tratamentos, com nivel de
significancia igual a 5%. O nimero de repeti¢bes calculado foi 7.67, se aproximando do
namero de repeticBes sugerido. Foi proposto, portanto, um total de 32 animais, valor

correspondente a 8 repeticdes por tratamento.

5.7.6. Medidas e marcadores biométricos

5.7.6.1. Indice de massa corporal
O indice de massa corporal (IMC) foi obtido pela relacdo entre o peso (média
calculada por meio dos valores obtidos nas treze semanas) e o quadrado do comprimento
(NOVELLI et al., 2007).
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5.7.6.2. Circunferéncia abdominal
A circunferéncia abdominal foi obtida no ponto médio entre o cranio e 0s membros
pélvicos do animal (REYNES et al., 2014).

5.7.6.3. Indice de Lee
indice de Lee, método para analisar os indices de adiposidade em animais, foi

calculado pela formula:

indice de Lee = 3/PC + CNA x 1000, onde:
PC = peso corporal;
CNA = comprimento naso-anal.

Foram considerados obesos 0s animais cujos valores de perimetro abdominal se
apresentaram superiores a 17 e de IMC maiores que 0,68 (NOVELLI et al., 2007;
REYNES et al., 2014).

5.7.6.4. Coeficiente de eficiéncia alimentar
O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi dado pela relacdo entre o ganho de
peso e a quantidade total de dieta consumida (ganho de peso x 100)/consumo alimentar
total) (DA SILVA et al., 2016).

5.7.6.5. Coeficiente de eficiéncia energética
Para calcular o coeficiente de eficiéncia energética (CEE) foram relacionados o
peso corpdreo dos animais com o total de calorias consumidas, em que:

CEE = Peso / kcal consumida

5.7.6.5. Coeficiente de eficiéncia proteica
Para calcular o coeficiente de eficiéncia proteica (PER) foram relacionados o ganho
de peso final dos animais (GPF) com o consumo proteico total (CP), em que:
PER = GPF/CP
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5.8. Eutanésia

Ao final da 8 semana experimental, apos jejum de 12 horas e 24h ap6s o Ultimo
treinamento, os animais foram anestesiados com Isoflurano (Isoforine, Cristalia®) e
eutanasiados por punc¢do cardiaca. O sangue foi coletado em tubos com gel (BD
Vacutainer®) e centrifugados a 1.006x g por 10 minutos (FANEM®, S&o Paulo, Brasil)
para obtengdo do soro. Em seguida o material foi armazenado a -80°C para analises
posteriores.

Parte do tecido muscular esquelético dos animais foi removido imediatamente
apos a eutanasia, sendo uma parte colocada em solucdo de formalina 10% por 24h e
mantidos em &lcool 70% para anéalise histoldgica e o restante do tecido muscular foi
imediatamente congelada e armazenada a - 80 °C para analises posteriores.

5.9. Analise do desempenho fisico

A analise do desempenho fisico foi dada pela relacdo carga/peso a cada repeticao
do teste de carga durante a intervencdo, em que: relacdo carga/peso = peso maximo

carregado/peso do animal (Raizel et al, 2017).
5.10. Andlises bioguimicas

Amostras de plasma foram utilizadas para realizacdo de hemograma completo,
glicose, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia,
creatinina, e proteina C reativa ultrassensivel (PCR_US). As amostras foram analisadas
por métodos colorimétricos utilizando kits comerciais (Bioclin®, Belo Horizonte, Brazil)
e conduzidas no analisador quimico BS-200 (Bioclin®). Os valores de referéncia

adotados foram propostos por Melo et al. (2010).

5.11. Avaliacdo da atividade antioxidante

Para mensuracdo de niveis dos marcadores do estresse oxidativo, foram coletadas
e centrifugadas amostras sanguineas imediatamente ap6s a eutandsia, para analise da
capacidade antioxidante total e atividade enzimatica da superdxido dismutase,
malondialdeido e o0xido nitrico. Apos a separacgdo do plasma, este foi armazenado a -80°C

até a realizacao das analises.
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5.11.1. Capacidade antioxidante total

Para verificar a capacidade antioxidante total do soro, foi utilizado o Antioxidant
Assay Kit (Sigma Aldrich), que monitora a capacidade dos antioxidantes presentes no
plasma em inibir a oxidacdo do ABTS (2,2'-azino-di-3-etilbenztiazolina sulfonato]) pela
acao da metmioglobina. Foram utilizados 10 ul de plasma e a leitura de absorvancia foi
realizada a 405nm (Thermo Scientific® modelo Multiskan GO).

5.11.2. Preparo do homogeneizado

Para preparo do homegeneizado, o biceps direito dos animais foi pesado, macerado
e homogeneizado em tampao fosfato (1 mM de Tris-HCI + 0,1 mM de EDTA-2Na +
0,8% de NaCl, pH 7,4) para produzir homogeneizado a 10% (p/v). Os homogeneizados
foram centrifugados a 10000 x g por 10 min a 4 C, e os sobrenadantes foram usados para

analises ou armazenados a -80 ° C até serem utilizados.
5.11.3. Atividade da superoxido dismutase

A atividade de Superéxido Dismutase (SOD) foi mensurada no homogeneizado de
acordo com o método descrito por Marklund (1985). O método ¢é baseado na capacidade
da SOD em inibir a auto-oxidacdo do pirogalol. Para o preparo da reacdo foi preparado
tampdo fosfato utilizando fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e fosfato de sodio
dibasico (Na2HPO4). Para a reacdo foram utilizados Pirogalol e MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2H]- 2,5-difenilterazolio) e Dimetilsulfoxido (DMSO).

O homogeneizado foi pipetado em placa de 96 pocos e em seguida 0s reagentes
foram adicionados. A placa foi incubada por 5 minutos a 37°C, logo apds 150uL de
DMSO foram adicionados para interromper a reacdo. A placa foi lida em
espectrofotdbmetro de placas a 570 nm (Multiskan Go, Thermo Scientific®). Apds a
leitura da placa o valor de absorbancia foi convertido em unidade de SOD pela subtracéo
do valor de absorbancia da amostra pelo valor do branco, seguido pela divisao desse valor
pelo encontrado na subtracdo do padréo pelo branco. O resultado foi representado em U
de SOD /mg de proteina.
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5.11.4. Malondialdeido

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio do ensaio de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) utilizando o método descrito por (Buege e Aust, 1978). A
determinacéo da concentracdo de TBARS se baseia na capacidade do &cido tiobarbitdrico
(TBA) em se ligar a lipideos oxidados. Foram adicionados em 200 puL de homogeneizado,
200 pL de solucdo de TBARS (&cido tricloroacético 15%, acido tiobarbitdrico 0,075% e
HCI 0,25 M). Apds agitacdo em vortex, as misturas foram incubadas por 40 minutos a
90° C, sendo em seguida acrescentados 600 pL de n-butanol e centrifugada por 10
minutos a 900 x g com a retirada da fase organica, na qual foi determinada a absorbancia
em 532 nm em espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham,
MA, EUA). Os resultados foram expressos em nanomoles de MDA por miligrama de
proteina (MDA / PTN). A proteina total do homogeneizado do musculo foi quantificada
pelo método de Bradford (1976).

5.11.5. Oxido nitrico

A concentracdo de Oxido nitrico foi determinada pelo método de Griess (GREEN
et al, 1982). O reagente de Griess € uma mistura 1:1 de 1% de sulfanilamida (I) e 0,1%
de naftiletilenodiamino-bicloridrato (11) em acido ortofosférico (H3PO4) a 2,5%. Foram
misturados 50 pL da solucdo I e 50 pL da solucdo Il formando o reagente de Griess. 50
ML do homogeneizado foram pipetados em duplicata em uma placa tipo Elisa de 96 pocos.
Em seguida, 100 pL de reagente Griess foram adicionados aos pogos.

A mistura foi incubada por 10 minutos em ambiente escuro e a densidade Optica foi
medida em espectrofotometro Multiskan™ GO (Thermo Fisher Scientifics; Waltham,
MA, EUA) a 570 nm. As concentra¢des de 6xido nitrico foram calculadas a partir de uma
curva-padrdo realizada com uma solucédo de 6,9 mg de nitrito de sédio (NaNO2) em 400
mL de tampdo fosfato (pH 7,0) expressos em M. Os valores utilizados para o calculo da

curva-padréo de NaNO2 variaram de 125 a 0,97 puM.

5.12. Expressdo génica no musculo

Foi feita a extragdo do mRNA com o reagente Trizol e o DNA complementar foi
sintetizado utilizando Kit de transcrigéo reversa M-MLV de acordo com o protocolo do
fabricante (Invitrogen). A expressdo do mRNA foi realizada pela Reagédo em Cadeia da
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Polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR), utilizando o equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System. Nos musculos braquiais direitos, para anélise da
via de hipertrofia muscular foi utilizada sequéncia de primer (Choma Biotechnologies)
senso e anti-senso para a AKT e para analise da via de atrofia muscular, foi utilizado o
mesmo tipo de sequéncia de primer para glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3p) (Quadro
1). A expressdo relativa dos niveis de mRNA foi normalizada pelo controle endégeno
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) para ratos. Todas as etapas foram
realizadas em condicdes livre de RNAse.

Quadro 1. Sequéncia dos primers analisados.

Primer Senso Anti-senso
AKT GGG CCA CGG ATA CCA TGA AC AGC TGA CAT TGT GCC ACT GA
GSK-3p TTC TCG GTA CTA CAG GGC ACC A GTC CTA GCA ACA ATT CAG CCA ACA
GADPH TGC ACC ACC AACTGC TTA GGA TGC AGG GAT GAT GTTC

AKT:Proteina Quinase B; GSK-3B:Glicogénio Sintase Quinase 3 beta; GADPH:Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase.

5.13. Quantificacdo de AKT

Para determinar as concentracdes de proteinas, as amostras de tecido muscular
foram homogeneizadas usando tampao fosfato. A AKTp foi avaliada por imunoensaio
usando o kit Elisa (Sigma Aldrich®). A absorbancia foi medida por espectrofotometria
em um comprimento de onda a 450 nm. A concentragdo das proteinas nas amostras foi
calculada comparando-as com a curva padrao correspondente, em que:

dosagem de akt = 0,1217*abs + 0,2189.

5.14. Anélise histologica das fibras musculares

Os tecidos foram cortados longitudinalmente e desidratados. Em seguida foram
incluidos em paraplast. Para a determinacdo da frequéncia da area de seccao transversa
das fibras musculares do biceps e dos tipos de estruturas celulares foram realizados cortes
longitudinais no tecido, que foi incluso em paraplast. Em seguida, o material foi cortado
em micrétomo e os cortes corados com hematoxilina e eosina. Os cortes corados foram
utilizados para a documentacdo fotografica de dez campos histologicos (266 pontos
aleatdrios; 20x de aumento) dos musculos avaliados para cada animal. A frequéncia das
estruturas celulares e a area de seccdo transversa foram analisados utilizando os softwares

Image J versdo 1.8 e Image Pro Plus Verséo 6.0, respectivamente.
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5.15. Anélise Estatistica

A pressuposic¢do de homogeneidade de variancias entre os grupos foi avaliada pela
consisténcia e distribuicdo das varidveis por meio do teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os tratamentos dos dados destes grupos foram realizados
utilizando a analise de variancia (ANOVA) de duas entradas para variaveis com
distribuicdo normal. Posteriormente, foi procedida a comparacdo das médias pelo teste
post hoc de Newman Keauls. Quando necessario foi aplicado teste t de Student. Todas as
analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prisma versdo 7.0

considerando o nivel de 5 % de significancia.
5.16. Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Vicosa, sob registro 89/2018. Todos o0s
procedimentos experimentais com os animais foram realizados em consonancia com 0s

principios éticos na experimentacéo animal.
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6. RESULTADOS

ARTIGO

BARRA PROTEICA DE SABOR SALGADO MELHORA O DESEMPENHO
FISICO E REDUZ O CONSUMO ALIMENTAR EM RATOS ADULTOS
SUBMETIDOS AO EXERCICO RESISTIDO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi dividido em duas etapas: a primeira etapa foi desenvolver
uma barra alimenticia de sabor salgado rica em proteinas, fibra alimentar e lipidios e
caracteriza-la quanto a composicao centesimal, perfil de &cidos graxos, conteido de
compostos fenolicos e antioxidantes, avaliando sua aceitacdo sensorial por consumidores
em potencial. Em seguida, avaliar o efeito do consumo de 20% do aporte proteico
proveniente da barra desenvolvida no desempenho fisico, hipertrofia muscular e variaveis
metabolicas de ratos Wistar submetidos ao exercicio resistido. Ratos Wistar machos (n =
8/grupo) adultos jovens, submetidos ou ndo ao exercicio de resistido, receberam ou nédo
dietas 20% do aporte proteico proveniente da barra desenvolvida, durante oito semanas.
Foram avaliadas medidas de consumo alimentar, biométricas, bioquimicas, histologicas,
de desempenho fisico, de hipertrofia e de estresse oxidativo. A barra alimenticia
apresentou contetido de proteinas de 44,9%, 23,0% de lipidios e 9,47% de fibra alimentar
total. O perfil de acidos graxos da barra foi composto principalmente por &cido oleico e
acido linoleico, correspondendo a 62,61% do total. Quanto ao ensaio biolégico, a oferta
proteica proveniente da barra reduziu o consumo alimentar (p<0,05) nos grupos
suplementados, sem diferencas para medidas biométricas, varidveis bioquimicas e
marcadores de estresse oxidativo (p>0,05). A barra também melhorou o desempenho
fisico (p<0,05). Os resultados histoldgicos demonstraram que o consumo da barra
proteica aumentou (p<0,05) a propor¢cdo de midcitos. Entretanto, a interacdo entre
exercicio resistido e aporte proteico proveniente da barra ndo foi capaz de promover maior
hipertrofia e aumento da atividade da proteina quinase B (AKT) entre os grupos treinados.
No entanto, a atividade da enzima glicogénio sintase 3B (GSK-3B) reduziu
significativamente nos grupos treinados e no grupo sedentario alimentado com barra. Em
conclusdo, a barra proteica desenvolvida apresentou alto contetido de proteinas, lipidios

e fibra alimentar, sem adi¢do de agUcares, com um perfil de acidos graxos desejavel. A
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barra alimenticia auxiliou na redugdo do consumo alimentar, manteve o controle
metabdlico e melhorou o desempenho fisico de animais adultos jovens submetidos ao

exercicio de forca resistido.

Palavras chave: barra de proteina, exercicio, hipertrofia muscular, acidos graxos, rato

Wistar.
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1. INTRODUCAO

A prética de atividade fisica regular tem sido estimulada devido aos efeitos
benéficos a salde, reducdo de risco de doengas cronicas ndo transmissiveis, como
hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 e cdncer (SPARKMAN
e colab., 2019; TAKAMURA e colab., 2017). O exercicio de forga resistido esta
diretamente ligado ao aumento de forga e a hipertrofia muscular devido ao aumento da
expressdo de proteinas associadas as vias anabodlicas em detrimento das vias catabdlicas,
aliadas a um balanco energético positivo (Takegaki et al., 2017; Tipton & Wolfe 2001).
Além disso, o exercicio resistido realizado com altas cargas é capaz de promover maior
ganho de forca quando comparado aos de baixa carga (SCHOENFELD e colab., 2017).

Sessdo Unica de exercicio resistido também resulta na producdo aumentada de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs), causando um desequilibrio no
balanco oxidativo. Contudo, a préatica regular de atividade fisica permite que o organismo
se reestabeleca, por meio da hormeses (COFFEY e HAWLEY, 2007), em que 0
organismo melhora sua defesa antioxidante para minimizar os danos provocados pelas
EROs e ERNs (KAWAMURA e MURAOKA, 2018).

A pratica regular de exercicio fisico gera um aumento da demanda energética pelo
organismo e requer um aporte adequado de proteinas para estimular a sintese proteica
muscular e minimizar a perda de massa magra, tornando as necessidades proteicas
aumentadas em desportistas. Diante disso, modificacfes na composicédo e qualidade da
dieta, visando 0 aumento do consumo calérico e proteico tém sido estudadas com o intuito
de aumentar o efeito protetor ao organismo em individuos treinados, associado ao
aumento do desempenho esportivo (MARCHESATO e SOUZA, 2017).

A oferta proteica adequada para desportistas pode aumentar o aporte de proteinas

no periodo de recuperacdo, estimulando a hipertrofia muscular (MORTON e colab.,
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2018). Ao estimular a hipertrofia muscular, a suplementacdo associada ao exercicio
resistido pode promover também aumento de massa magra e diferenciacdo dos tipos de
fibra muscular 1 e 11 (INDRIO e colab., 2016).

E nesse contexto que as barras alimenticias se inserem, por se tratarem de um
produto com crescente demanda de mercado, além de serem de facil acesso e rapido
consumo (Nielsen, 2016). Um dos grandes desafios para o desenvolvimento destas é
combinar os ingredientes e seus nutrientes de maneira a transforma-los em uma mistura
que tenha sabor, aparéncia e textura agradaveis, ofertando compostos nutricionais
especificos (Marchese e Novello, 2017). No entanto, muitas das barras comercializadas
sdo constituidas por alimentos ricos em agUcares e, ou gorduras saturadas, conservantes
e aditivos quimicos para se tornarem palataveis e adquirirem um tempo maior de validade

(BOSQUESI e colab., 2016).

Em consequéncia da funcionalidade, praticidade de consumo, e por possuir
nutrientes, em especial proteinas, que favorecem reparagao e crescimento muscular, além
de promover a saciedade, as barras proteicas passaram a ser bastante consumidas por
diferentes publicos, principalmente atletas e individuos fisicamente ativos. Estas pessoas
objetivam melhorar o metabolismo e alcangar resultados satisfatorios de forma mais

rapida aliando os exercicios fisicos com a nutricdo (BOSQUESI e colab., 2016).

Na literatura se encontram disponiveis estudos que investigam o efeito do aporte
proteico proveniente de barras alimenticias (proteina do soro do leite e proteina isolada
de soja) em co-morbidades como a diabetes (FARIA e colab., 2018) e em sessdes agudas
de exercicio resistido (GRUBIC e colab., 2019). No entanto, sdo escassos em estudos que
avaliem o efeito de suplementagdo proteica proveniente de uma barra alimenticia com
diferentes fontes proteicas combinadas no comportamento metabdlico e oxidativo em

animais praticantes de atividade fisica. Nesse contexto, nosso estudo tem como objetivo
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desenvolver uma barra alimenticia de sabor salgado com alto contetdo de proteinas que
exerca efeito protetor ao equilibrio metabdlico, ao estresse oxidativo e ao desempenho

fisico de ratos Wistar submetidos ou ndo ao exercicio de forga resistido.

2. METODOLOGIA
2.1. Desenvolvimento da barra

Trés sabores de barra foram desenvolvidos e ambas a base de amendoim e soja
torrados e triturados, proteina isolada do soro do leite, semente de chia, azeite extravirgem
e colageno de modo que todas apresentassem o mesmo teor de proteinas. A diferenca
entre os sabores foi a adi¢cdo de outros ingredientes, como lemon pepper e paprica
defumada ao sal, para saborizar os produtos. As barras foram elaboradas a partir da
mistura da matéria prima previamente pesada em balanca (Toledo®, Brasil) e coccédo a
seco dessa mistura. A mistura consistiu em duas camadas, uma camada mais Umida,
contendo amendoim (21,69/100g), proteina do soro do leite (10,89/100g), agua
(9,69/100g), ovoalbumina (7,29/100g), semente de chia (6g/100g), colageno (4,8g9/100g),
azeite (39/100g) e soja (2,49/100g). A outra camada com ingredientes secos, contendo
amendoim (249/100g), soja (12¢/100g), agua (7,29/100g) e colageno (3,69/100g). A
coccdo a seco foi realizada em forno elétrico pré-aquecido a 180°C, em forma 12x26x5cm
untada com azeite por 30 minutos. Ao fim desta etapa, foi realizado corte retangular 10
cm x 1,5¢cm (83g).

2.2. Analise de Composicdo Centesimal

A determinagdo de umidade da barra alimenticia e das dietas experimentais
utilizadas no ensaio bioldgico foi realizada por secagem em estufa por 24h, proteinas pelo
método de Kjedahl, extracdo de lipidios em soxlet e cinzas em Mufla a 600°C, de acordo

como proposto pela Associacdo Oficial de Andlises Quimicas (AOAC, 2012). As fibras
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alimentares soltveis e insoliveis foram determinadas pelo método enzimatico
gravimétrico de acordo com metodologia proposta pela AOAC (2012) e o contedo de
carboidratos digeriveis foi calculado por diferenca. O valor energético foi calculado por
meio da soma das calorias ofertadas pelas proteinas, carboidratos e lipidios, considerando

4kcal/g para carboidratos e proteinas e 9kcal/g para lipidios.

2.3. Determinacéo da atividade antioxidante da barra proteica

2.3.1. Preparagdo de extratos - Dois gramas da barra foram adicionados a uma
solugdo de 20 mL de acetona a 70%. Em seguida, a suspensdo foi agitada
automaticamente (10g, 2h, 25 °C) e centrifugado (2865g/15 min) (Hermle®, modelo
Z216MK, Alemanha). O sobrenadante foi retirado e transferido para uma proveta
graduada, completando o volume para 20 mL com acetona a 70%. O extrato foi colocado
em frasco ambar e armazenado em freezer (18 £ 1 °C) até 0 momento da anélise (Da

Silva, 2017).

2.3.2. Atividade de remocdo do radical (DPPH) - Em tubo de ensaio,
protegido de luz, 100 pL do extrato (como descrito no item 2.4.1) foram adicionados a
1,5 mL de solucdo metandlica de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) e agitada em vértex
(1500g) por 30s. Apdés 30 minutos de repouso, a absorbancia foi lida em um
espectrofotdbmetro (Thermo scientific®, 606 Evolution, EUA) a 517 nm. A curva analitica
foi construida usando uma solucéo de trolox de 50 a 100 mol / L. O anti-radical atividade

(AAR) foi expressa em um pmol (Bloor, 2001).

2.4. Determinacao do teor total de compostos fenolicos
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O conteudo total de compostos fendlicos da barra foi determinado usando o método
Folin-Ciocalteu (SINGLETON e colab., 1999). Aliquotas de 0,5 mL de extrato obtidas
no item 2.4.1. foram adicionados a 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteu (20%). Ap6s a
homogeneizacéo, foram adicionados 0,5 mL de carbonato de sodio (7,5%). A mistura de
reacdo foi homogeneizada por voértex (2865 g/10s) e incubado a temperatura ambiente
por 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (Thermo
scientific®, Evolution 606, EUA) a 765 nm. A curva analitica de &cido géalico (0,005—
0,10 mg/mL) foi utilizada para quantificar os compostos fenélicos. Os resultados foram

expressos em mg de equivalentes de &cido galico/g de barra alimenticia (mg GAE/Q).

2.5. Andlise e quantificacdo do perfil de acidos graxos

A primeira etapa desta analise consistiu na extracdo do 6leo da barra alimenticia.
A extracdo do Oleo foi realizada por prensagem a frio no Laboratorio de Biotecnologia e
Pds-colheita de macauba (FIT/UFV). Apds a extracdo o oOleo foi centrifugado por 5
minutos a 1600 g, a 25°C.

Em 30 pl do éleo, acrescentou-se 2 mL de solucdo a 0,2mol/L de KOH em
metanol, e deixou-se reagir sob agitacdo em vértex por 15 min a temperatura ambiente.
Apbs a reacao, adicionou-se 2 mL de dgua destilada. A extracdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos foi feita a partir da adicdo 6 mL de hexano. Em seguida, formou-se uma
solucdo bifasica, que foi centrifugada e a fase hexanica foi separada em tubo plastico. Foi
adicionado ao extrato hexanico 0,3 g de sulfato de sédio anidro para absor¢do da agua
remanescente. Uma aliquota da fase hexanica foi succionada com seringa e filtrada com
filtro de teflon de 0,22 um em vials de 2 mL. Os vials foram tampados e armazenados até

a analise.
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As separagdes foram realizadas em coluna de silica, capilar SP-2560, com
diametro interno de 0,18 mm e o tamanho de 75m, acondicionada em cromatdgrafo a gas
(GC) Shimadzu® GC-2010 com injetor automatico. Foi usado o detector por ionizagdo
de chama (FID) para a deteccdo dos acidos graxos. O volume injetado foi de 0,5uL e 0
modo de injecdo foi split de 1:50, o fluxo do gas de arraste (N2) foi 0,41 mL/min e a
pressdo da coluna foi de 176,1 kPa. Os compostos foram identificados pelo tempo de
retencdo usando padrdes de referéncia certificados, utilizando o hexano como solvente e
a quantificacdo foi realizada por meio das areas dos picos do cromatograma (MIR e
GHOREISHI, 2015).

2.6. Quantificagéo de leucina e isoleucina

A analise da quantificacdo de leucina e isoleucina da barra com alto contetddo de
proteinas foi realizada a partir de dados cientificos sobre a composicao de aminoacidos
da ovo albumina, soja UFVTN105, amendoim, semente de chia, coldgeno hidrolisado e
proteina do soro do leite isolada, respectivamente (American Egg Board, 2019; De
Moraes et al., 2006; Freitas & Naves, 2010; Grancieri et al., 2019; Kalman, 2014; Ziegler
& Sgarbieri., 2010).

2.7. Desenho Experimental
2.7.1 Ensaio Bioldgico

Trinta e dois ratos Wistar machos (Rattus norvegicus, Wistar, variacdo albina) com
56 dias de idade pesando aproximadamente 260g, foram obtidos do Biotério Central de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e adaptadas ao
local de experimentagdo por uma semana. Os animais foram alocados em uma sala com
temperatura controlada (21 £ 2°C), em gaiolas individuais de a¢o inoxidavel com ciclos
de luz claro e escuro de 12h. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
(n=8 animais/grupo): SED: animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M); SEDP:
animais sedentarios + dieta padrdo + 20% de proteina provenientes da barra proteica;
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TRE: animais treinados + dieta padrdo; TREP: animais treinados + dieta padréo + 20%
de proteina provenientes da barra proteica nos dias de treino.

Durante a intervencdo, a oferta da barra alimenticia foi realizada imediatamente
apos o treino e de forma simultanea aos dois grupos alimentados com dieta padrdo +
barra. Os animais receberam a dieta padrdo + barra alimenticia somente nos dias em que
0 grupo treinado alimentado com barra foi submetido ao exercicio fisico. Nos dias em
que os animais ndao foram submetidos ao exercicio resistido, os comedouros foram
substituidos por novos comedouros e alimentados apenas com a dieta padrdo, durante as
oito semanas de intervengdo. Os animais receberam dieta e agua deionizada ad libitum

por oito semanas.

2.7.2. Preparo da dieta

As dietas experimentais foram baseadas na dieta padrdo AIN-93M recomendada
para manutencdo de roedores adultos (REEVES e colab., 1993). Inicialmente foi
preparada a dieta padrdo para roedores utilizada pelos grupos controles (Grupos SEDe
TRE). A dieta AIN93M foi modificada para os dois grupos intervencdo (Grupos SEDP e
TREP) para garantir que as dietas apresentassem 0s mesmos teores de carboidratos,

lipideos, fibras e calorias, diferindo apenas no teor de proteinas (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢cdo, macronutrientes e densidade calorica das dietas experimentais
(9/k).

AIN-93M AIN-93M + PTN DA BARRA
Ingredientes
Albumina 150,02 150,02
Barra Alimenticia - 80,2
Maltodextrina 155,0 142,7
Amido de Milho 4557 421,8
Sacarose 100,0 92,1
Oleo de Soja 40,0 21,5
Celulose 50 42,4
Mix Minerais 35 35
Mix de Vitaminas 10 10
L-cistina 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Tetrabutilhidroquinona 0,008 0,008
Total (g) 1000 1000
9/PTN/kg de dieta 137,2 178,5
DC (kcal/g) 3,58 3,565
Dieta CHO (%) PTN% LIP%
AIN-93M 76,22 13,72 10,06
AIN-93M + Barra 72,02 17,85 10,13

8Quantidade utilizada considerando um grau de pureza de 80% da albumina. AIN-93M:
Dieta padrdo para roedores proposta por Reeves et al. (1993); AIN93M+PTN: Dieta
padrdo para roedores proposta por Reeves et al. (1993) + proteina proveniente da barra;
CHO: carboidratos; PTN: proteina; LIP: lipidios; DC: Densidade Calérica

2.7.3. Protocolo de treino

O protocolo de exercicios de 8 semanas foi adaptado de Hornberger & Farrar
(2004), que consiste na subida de uma escada vertical (Im x 0,18 m, com grades
intervaladas a cada dois centimetros e uma inclinacdo de 80°. As cargas foram presas a
base da cauda dos animais. Durante o periodo de aclimatacdo (2 semanas antes da
intervengdo), todos os animais foram familiarizados com o aparelho sem carga
adicionada.

Foram realizados quatro testes de carga maxima (TCM), no tempo 0, 2, 4 e 6

semanas. Os TCM consistiam em uma subida com carga correspondente a 75% do peso
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corporal, acrescidas de 30/30g a cada nova subida, até atingir a exaustdo. Os treinos
consistiam em uma série de oito subidas, com intervalo de 1°30” entre subidas. Cada dia

de exercicio foi considerado uma sessdo, totalizando 40 sessdes (5x/semana).

2.7.4. Eutanésia

No 57° dia, apds 12h de jejum, os animais foram anestesiados com isoflurano
(Isoforine, Cristalia®) e submetidos a eutanasia por puncéo cardiaca (Natal et al., 2017).
O sangue foi centrifugado em tubos sem anticoagulante em temperaturas inferiores a 4°C
a 1006 g por 10 minutos (Fanem®, 204, S&o Paulo, Brazil) para obtengéo do plasma. Os
musculos braquiais foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C para andlises posteriores.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com 0s
principios éticos da experimentacdo animal e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Vicosa (CEUA/UFV) em fevereiro de
2019, processo numero 89/2018.

2.8. Analise do Desempenho fisico

A analise do desempenho fisico ocorreu adaptado de (COQUEIRO et al., 2018)
pela relacéo carga/peso corporal a cada repeticdo do teste de carga durante a intervencao,

em que: relacdo carga/peso = peso maximo carregado (g)/peso do animal (g).

2.9. Expressao génica muscular

A extracdo do mRNA foi realizada com o reagente Trizol e o DNA complementar
sintetizado utilizando-se um Kit de transcricdo reversa M-MLV de acordo com o

protocolo do fabricante (Invitrogen®). A expressdo do mRNA foi realizada pela Reagéo



97

em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR), utilizando-se o
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System.

Nos masculos braquiais direito, para analise da via de hipertrofia muscular foi
utilizada sequéncia (Choma Biotechnologies) senso e anti-senso para a AKT (5” - GGG
CCA CGG ATACCATGA AC3’; rv: AGC TGA CAT TGT GCC ACT GA 3°) e e para
a via de atrofia muscular foi utilizada a sequéncia (5’ — TTC TCG GTA CTA CAG GGC
ACCA3;rv:5 GTCCTA GCA ACA ATT CAG CCA ACA 3’) para glicogénio sintase
quinase 3B (GSK-3pB). A expressao relativa dos niveis de mRNA foi normalizada pelo
controle enddgeno gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) para ratos, sequéncia

(5’ TGC ACC ACC AAC TGC TTA; rv: GGA TGC AGG GAT GAT GTTC).

2.10. Quantificacao de proteinas relacionadas a génese muscular

Para determinar a concentracdo de proteina quinase B (AKT), as amostras de
tecido muscular foram homogeneizadas em tampdo fosfato 50mM com EDTA. A AKT
fosforilada foi avaliada por imunoensaio usando o kit ELISA (Sigma Aldrich®, Ml,
EUA). A absorbancia foi medida por espectrofotometria em um comprimento de onda a
450nm (Thermo Scientific® modelo Multiskan GO). A concentracdo da proteina nas

amostras foi calculada por meio da curva padrédo correspondente.

2.11. Analise Histoldgica

Para a determinacé&o do percentual de células e da &rea de seccdo transversa (CSA)
das fibras musculares do biceps, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Os
cortes corados foram utilizados para a documentacdo fotografica de dez campos
histoldgicos (266 pontos aleatorios; 20x de aumento) dos musculos avaliados para cada

animal. A frequéncia das estruturas celulares e a area de seccdo transversa foram
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analisados utilizando os softwares Image J versdo 1.8 e Image Pro Plus Verséo 6.0,

respectivamente.

2.12. Anédlise do estresse oxidativo muscular

Preparo do Homogeneizado

Para obtencdo do homogeneizado, 100 mg de tecido muscular braquial foi
misturado com 500l de tampéo fosfato (50mM) e 1mM de EDTA (pH 7.4). As amostras
foram maceradas e centrifugadas a 10000g a 4°C por dez minutos e o sobrenadante foi

retirado e armazenado a -80°C para analises de SOD, MDA e ON.

2.12.3. Superoxido Dismutase (SOD)

A quantificacdo de SOD foi realizada em unidades relativas e a unidade foi
definida como a quantidade de enzima SOD capaz de inibir a oxidacdo de pirogalol em
50%. A analise foi realizada em espectrofotdmetro (Multiskan® GO, Thermo Scientific)
a 570 nm de absorbancia. Os resultados foram expressos em unidades de atividade da
SOD por miligrama de proteina (Marklund, 1995). A proteina total no homogeneizado

do musculo foi quantificada pelo método de Bradford (1976).

2.12.4. Malondialdeido (MDA)

O MDA foi quantificado pelo método de reacdo das substdncias ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (Kohn & Liversede, 1944; Pyles et al., 1993). A concentragdo de
malondialdeido foi calculada pelo coeficiente de absorvancia molar (s = 1,65 x 10% (J. A.
BUEGE AND S. D. AUST, 1975). Os resultados foram expressos em nanomols de MDA

por mg de proteina (MDA/PTN).
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2.12.5. Oxido Nitrico (ON)
Para a analise de oxido nitrico, 50ul do homogeneizado foi misturado a solugéo
A (1% de sulfanilamida em 3,5% de H3PQO4) na razéo 1:1 e incubada a 37,5°C no escuro
por 10 minutos. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (Multiskan GO®, Thermo
Scientific) a 570nm. Os resultados foram expressos em pmol de ON/mg de proteina

(GREEN e colab., 1982).

2.13. Perfil Bioquimico

O soro dos animais foi utilizado para determinar glicemia de jejum, funcéo renal
(&cido urico, ureia, creatinina), funcdo hepatica (ALT: alanina aminotransferase; AST:
aspartato aminotransferase) e inflamacéo (proteina C reativa ultrassensivel). As amostras
foram analizadas por métodos colorimétricos utilizando kits comerciais (Bioclin®, Belo

Horizonte, Brazil) e conduzidas no analisador biquimico BS-200 (Bioclin®).

2.14. Capacidade Antioxidante Total do plasma

A capacidade antioxidante total (TAC) foi determinada no soro utilizando kit
especifico de imunoensaio enzimatico (Sigma®) de acordo com instrucdes do fabricante.
A absorbancia foi medida em espectrofotémetro (Thermo Scientific® modelo Multiskan
GO) a 405nm e a quantidade de antioxidantes foi padronizada com 50-100 pmol/L
Trolox. Os resultados foram expressos em mM equivalentes de trolox.

2.15. Andlise Estatistica

Os dados do ensaio bioldgico foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para anova two-way, o valor de p foi considerado para os efeitos
dos fatores principais de forma isolada, sendo eles: exercicio de forca resistido e

suplementacéo proteica, bem como para os efeitos provocados pela interacdo entre eles.
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Os resultados estdo apresentados em média seguida de desvio padrdo. Todas as analises

foram realizadas no software Graph Pad Prism versdo 7.0.



3. RESULTADOS

3.1. Composi¢cao Quimica da barra alimenticia
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Observou-se que a barra apresentou 44,9% de proteinas, 23% de lipidios e 9,47%

de fibra alimentar total. Ao se analisar as recomendaces diarias para um individuo de

80kg, uma porcao de 83g foi capaz de ofertar 37% das necessidades diarias de proteina e

de fibra alimentar, além de aproximadamente 18% do valor energético em uma dieta para

2000 kcal/dia. A barra também apresentou 0,37+0,02 mg/gAE/g de compostos fenolicos

e 1,56 mmol/TROLOX/g de antioxidantes (Figura 3).
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Figura 3. Composicdo quimica, % das DRI’s, contetudo energético, de fenolicos e

antioxidantes da barra alimenticia com alto conteudo de proteinas. (a) Composi¢édo

quimica centesimal; (b) Percentual das Recomendagdes Nutricionais (DRI’s) para um
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homem jovem, desportista, 70kg, ofertado em uma porcao (86g); (c) Valor energético e
densidade caldrica; (d) Compostos fendlicos e antioxidantes. HUM: umidade; ASH: cinzas;
CHO: carboidratos; PTN: proteinas; FAT: lipidios; TDF: fibra alimentar total; IDF: fibra alimentar

insoltvel; SDF: fibra alimentar solGvel; CV: valor energético diario; PHC: compostos fenolicos; AX:

antioxidantes.

A analise do perfil de acidos graxos (Figura 4) demonstrou que entre o0s acidos
graxos insaturados, o principal acido graxo presente na barra alimenticia foi o acido graxo
oleico (®9), além do &cido graxo linoleico (w6), 0 acido graxo linolénico (®3) e 0 acido
graxo decosanoico. Entre os acidos graxos saturados, foram identificados o acido graxo

palmitico, o acido graxo octadecanoico e o &cido graxo araquidonico.

a)
Quantificagdo dos acidos graxos que compdem a barra alimenticia.
e Acido Graxo mg/g
i Acido palmitico 65,85
8 -
= Acido Octadecanoico 37,94
Z 6
2 Acido Oleico 457,79
4 .
Acido Linoleico 168,34
2 ; . f : - Acido Linolénico 23,34
E l 8| I Acido Decosanoico 40,35
04— L 1l 1
5 10 15 20 25 30 35 40 Acido Araquidénico 15,38

Retention time (min)

Figura 4. Analise do perfil e quantificacdo de acidos graxos da barra alimenticia. (a)
Cromatograma do perfil de acidos graxos. (b) Quantificacdo dos &cidos graxos

identificados na cromatografia.
3.2. Quantificacao de leucina e isoleucina.

Ao considerar a oferta de 30% das necessidades proteicas para individuos
fisicamente ativos (80kg), ofertando assim uma barra de 83g, a quantidade de leucina

ofertada é de 2,4g/barra.
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3.3. Efeito do consumo da barra e do treinamento fisico na ingestdo alimentar e

biometria em Ratos Wistar

A ingestdo da barra reduziu o consumo alimentar total do grupo dieta padrdo +
treinado + barra (TREP) quando comparado aos grupos sedentario + dieta padrdo (SED)
e treinado + dieta padrdo (TRE) (p<0,05). O consumo de barra pelo grupo sedentéario +
dieta padréo + barra (SEDP) néo diferiu dos demais grupos experimentais (Tabela 3). A
reducdo do consumo alimentar pelo grupo que consumiu a barra promoveu um consumo
proteico (CP) semelhante entre os grupos experimentais. A oferta proteica da barra foi
responsavel por aproximadamente 19% do consumo proteico dos animais para 0s grupos
experimentais que a receberam (albumina versus albumina + proteina da barra) e estes
grupos apresentaram um maior consumo de lipidios (CL) (p<0,05). O grupo dieta padrao
+ treinado + barra (TREP) apresentou menor coeficiente de eficiéncia proteico (PER) que
0s grupos sedentério + dieta padrdo (SED) e sedentério + dieta padrdo + barra (SEDP), e
n&o diferiu do grupo treinado + dieta padréo (TRE) (p<0,05). O coeficiente de eficiéncia
alimentar ndo diferiu entre os grupos, exceto para o grupo sedentario alimentado com
barra (p<0,05). Os grupos treinados apresentaram menor coeficiente de eficiéncia

energética (CEE) quando comparados aos sedentarios.



Tabela 3. Ingestdo alimentar e proteica, coeficiente de eficiéncia alimentar, proteica e energética dos animais experimentais.

104

Fator CATB CP PER
Proteina 1177,28+ 139,082 - 161,52 + 19,082 9,72 +1,38%® 0,03 + 0,002 0,71 + 0,092
da Barra

1015,44+86,85% 70,30 + 1,708 181,55 + 11,952 10,37 +1,94° 0,03 £0,00? 0,66 £ 0,132
Exercicio 1140,04 £102,092 71,12 +1,63* 156,41 + 14,002 4560+4,08 8,01+1,85 0,02 + 0,00° 0,58 +0,13%®
resistido

1024,06 +22,16° - 162,69 + 6,412 8,18 + 1,772 0,02 + 0,00° 0,52 +0,11°

* Médias seguidas de letras iguais na mesma linha, nfo diferem estatisticamente entre si pelo teste ANOVA Two-way seguida do teste post hoc de Newman Keuls a 5% de
probabilidade. CAT: Consumo alimentar total; CATB: consumo alimentar total de barra; CP: Consumo Proteico; %CPB: Percentual do consumo proteico proveniente da barra;
CL: Consumo de lipidios; CEA: Coeficiente de eficiéncia alimentar; CEE: Coeficiente de eficiéncia energética; PER: Coeficiente de eficiéncia proteica. SED: animais
sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M); SEDP: animais sedentérios + dieta padrdo (AIN-93M) + 30% de proteina proveniente da barra; TRE: animais treinados + dieta padréo;
TREP: animais treinados + dieta padrdo + 30% de proteina proveniente da barra.
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O ganho de peso corporal (GP), o perimetro da cintura (PC), o indice de massa
corporal (IMC), o indice de Lee (IL), bem como o peso do biceps (PB) e o percentual de
gordura corporal (%GC) ndo diferiram entre 0s grupos experimentais (p>0,05) (Tabela

4).

Tabela 4. Medidas e indices biométricos dos animais experimentais.

Fator Grupo GP(g) PC(cm) IMC IL %GC PB
Proteina SED 11480 17,15+ 064+ 496+ 496+ 030%
da Barra 22,75 3,67 0,04 1,39 1,39 0,06

SEDP 114,20 1750+ 0,63+ 2952+ 4,00+ 0,27%
+28,25 1,03 0,03 6,30 0,98 0,03
Exercicio TRE 9243+ 17,25+ 063+ 297,79 441+ 0,25%
resistido 26,34 0,86 0,05 +852 1,06 0,00
TREP 84,35+ 1650+ 066+ 30398 4,19+ 0,25+
20,56 0,66 0,05 +896 0,85 0,06

* médias diferem estatisticamente entre si pelo teste ANOVA Two-way seguida do teste post hoc de
Newman Keuls a 5% de probabilidade. GP: Ganho de peso; PC: Perimetro da cintura; IMC: indice de massa
corporal; IL: indice de Lee; %GC: Percentual de Gordura Corporal; PB: Peso do biceps. SED: animais
sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M); SEDP: animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M) + 30% de
proteina proveniente da barra; TRE: animais treinados + dieta padrdo; TREP: animais treinados + dieta
padrdo + 30% de proteina proveniente da barra.

3.4. Desempenho fisico e hipertrofia muscular

A oferta proteica proveniente da barra aumentou (p<0,05) o desempenho fisico
dos animais por meio do aumento da resisténcia a carga, consistindo no aumento da carga
diferente (p<0,05) do grupo treinado + dieta padrdo (TRE) a cada teste. Quanto as
proteinas relacionadas a hipertrofia muscular, o exercicio, bem como a proteina da barra,
foi capaz de aumentar a expressao génica de AKT e reduzir a expressao génica de GSK-
3B. A quantificacédo revelou que a concentracdo da proteina AKTp foi maior no grupo
TREP gquando comparado aos grupos sedentarios, e que o consumo de barra proteica ndo
resultou no aumento de da concentracdo proteica de AKTp entre 0s grupos treinado +

dieta padréo (TRE) e treinado + dieta padréo + barra (TREP) (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da oferta proteica proveniente da barra alimenticia no desempenho
fisico e marcadores de hipertrofia e atrofia. (a) testes de carga maxima (TCM — TCM
1- 1° teste de carga realizado no tempo 0; TCM 2- 2° teste de carga, realizado na semana
2; TCM 3 — 3° teste de carga, realizado na semana 4 e TCM 4- 4° teste de carga, realizado
na semana 6); (b) expressdo génica de AKT; (c) expressdo génica de GSK-3B; (d)
quantificacdo de AKT fosforilada em unidade arbitraria. Médias seguidas da mesma letra no
mesmo grafico ndo diferem entre si de acordo com two-way ANOVA e post-hoc de Newman Keuls a 5%
de probabilidade. p interaction: interacdo entre 30% de suplementacdo proteica proveniente da barra
associada ao exercicio de forca resistido; p exercise: influéncia exercida pelo exercicio; p protein: influéncia
exercida pelo consumo de barra de proteina. SED: animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M); SEDP:
animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M) + 30% de proteina proveniente da barra; TRE: animais
treinados + dieta padrdo; TREP: animais treinados + dieta padrdo + 30% de proteina proveniente da barra.
N= 5/grupo.

Os resultados histologicos (Figura 6) mostram que a oferta proteica proveniente da
barra ndo foi capaz de aumentar a area de sec¢do transversa das fibras musculares. No
entanto, o exercicio resistido, quando analisado isoladamente como fator principal,
induziu o aumento desta. Além disso, a interagdo entre exercicio resistido e
suplementacéo proteica proveniente da barra ndo exerceu efeito sobre o niamero de fibras
musculars, nucleos, matriz extracelular ou infiltrado inflamatorio. As areas circundadas
nas fotos histologicas ilustram regides com infiltrados inflamatorios dos grupos

sedentario + dieta padrdo + barra (SEDP) e treinado + dieta padréo + barra (TREP), e as
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setas demonstram a &rea de sec¢do transversa de fibras musculares do biceps dos animais.
No entanto, quando consideramos isoladamente a oferta proteica proveniente da barra,
esta exerceu efeito sobre as fibras musculares e a matriz extracelular, aumentando o

percentual de fibras e diminuindo o percentual de matriz extracelular.
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Figura 6. Andlise histolégica do biceps dos grupos experimentais. (a) Corte
histologico do grupo SED; (b) Corte histologico do grupo SEDP; (c) Corte histologico
do grupo TRE; (d) Corte histoldgico do grupo TREP; (e) percentual de midcitos; (f)
percentual de ndcleos; (g) percentual de matriz extracelular; (h) percentual de infiltrado
inflamatorio; (i) area de sec¢do transversa das fibras musculares. Médias seguidas da mesma
letra no mesmo grafico ndo diferem entre si de acordo com two-way ANOVA e post-hoc de Newman Keuls
a 5% de probabilidade. p interaction: interacdo entre 30% de suplementacéo proteica proveniente da barra
associada ao exercicio de forca resistido; p exercise: influéncia exercida pelo exercicio; p protein: influéncia
exercida pelo consumo de barra de proteina. SED: animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M); SEDP:
animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M) + 30% de proteina proveniente da barra; TRE: animais
treinados + dieta padrdo; TREP: animais treinados + dieta padrdo + 30% de proteina proveniente da barra.
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As setas na histologia apontam a area de sec¢do transversa muscular e os miécitos. A area circundada nas
fotos histoldgicas delimita regides com infiltrados inflamatorios.

3.4. Efeito do consumo da barra e do treinamento fisico nos marcadores

bioquimicos, hepaticos e renais de ratos Wistar

A oferta proteica proveniente da barra ndo alterou glicemia, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina, ureia e acido Urico
nos grupos experimentais. Segundo a andlise de variancia de dois fatores, ao considerar
a interacdo entre exercicio resistido e oferta proteica, houve alteracdo do hemograma dos
animais (hemoglobina e hematocrito). No entanto, essa diferenca ndo resultou em

alteracdo (p>0,05) nas células vermelhas dos animais (Tabela 5).



Tabela 5- Marcadores bioquimicos dos animais experimentais.

Marcador

Grupo Experimental

SED

SEDP

TRE

TREP

Y

Hemécias
(célulasx108/ mmg)
Hemoglobina (g/dL)
Hematocrito (%)
Leucdcitos totais
(células/mm?)
Glicose de jejum (mg/dL)
Acido Urico (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Ureia (mg/dL)

AST (U/L)

ALT (U/L)

PCR-US (mg/L)

7,830,212

14,32+0,432

40,070,972

3266,67+725,812

202,88+21,442

0,79+0,472

0,62+0,022

34,756,782

152,50+64,662

25,38 £5,857

<0,1°

7,550,092

14,52+0,56%

40,75%1,412

3566,67+307,682

200,38+3,842

0,44+0,20?

0,600,032

35,136,382

152,50+29,522

21,50+3,93

<0,1°

7,89+0,272

14,73+0,38?

41,4+1,332

3300,00+635,612

215,63+22,032

0,55+0,222

0,60+0,042

33,63+4,95°

139,50+37,232

25,00+10,992

<0,1?

7,61+0,412

13,78+0,48?

39,33+0,962

3750+1871,632

193,00+10,812

0,53+0,412

0,57+0,052

35,13+5,80°

131,75+53,722

21,88+4,392

<0,1?

p iinteragdo 0,9941
p proteina 0,0203
p exercicio 0,5991
p interagédo 0,0066
p proteina 0,0620
p exercicio 0,4138
p interacéo 0,0101
p proteina 0,16885
p exercicio 0,9323
p interacédo 0,8647
p proteina 0,3982
p exercicio 0,8056
p interacéo 0,2358
p proteina 0,1416
p exercicio 0,7486
p interacéo 0,1967
p proteina0,1383
p exercicio 0,5466
p interacéo 0,8297
p proteina 0,1194
p exercicio 0,0859
p interacéo 0,7933
p proteina 0,6627
p exercicio 0,7933
p interacéo 0,3420
p proteina 0,1665
p exercicio 0,8390
p interacéo ,8786
p proteina 0,1615
p exercicio >0,99
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* Médias seguidas de letras iguais na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste ANOVA Two-way seguida do teste post hoc de Newman Keuls a 5% de
probabilidade. AST: alanina aminotransferase; AST: aspatato aminotransferase; PCR-US: proteina C reativa ultrassensivel. SED: animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-
93M); SEDP: animais sedentarios + dieta padrdo (AIN-93M) + 30% de proteina proveniente da barra; TRE: animais treinados + dieta padréo treinado que recebeu apenas dieta
padrdo; TREP: animais treinados + dieta padrdo + 30% de proteina proveniente da barra.
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3.5. Estresse oxidativo e capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total sérica e os marcadores de estresse oxidativo
(superoxido dismutase, 6xido nitrico, malondialdeido e capacidade antioxidante total)

muscular ndo diferiram entre os grupos experimentais (p>0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante total do
plasma. (a) Superoxido Dismutase (SOD); (b) Malondialdeido (MDA); (c) Capacidade
antioxidante total sérica. Médias seguidas da mesma letra no mesmo grafico néo diferem entre si de
acordo com two-way ANOVA e post-hoc de Newman Keuls a 5% de probabilidade. p interaction: interacdo
entre 30% de suplementacdo proteica proveniente da barra associada ao exercicio de forga resistido; p
exercise: influéncia exercida pelo exercicio; p protein: influéncia exercida pelo consumo de barra de
proteina. SED: animais sedentérios + dieta padrdo (AIN-93M); SEDP: animais sedentérios + dieta padréo
(AIN-93M) + 30% de proteina proveniente da barra; TRE: animais treinados + dieta padrdo; TREP: animais
treinados + dieta padrdo + 30% de proteina proveniente da barra.

4. DISCUSSAO

O uso de amendoim e soja como base da formulacgéo agregaram valor nutricional
ao produto, em especial ao conteudo de proteinas, fibra alimentar e ao perfil de lipidios
(LOZANO, 2016). A oferta proteica proveniente de uma barra alimenticia com alegacoes
nutricionais aliada a prética de exercicio resistido foi capaz de reduzir o consumo
alimentar, melhorar o desempenho fisico e manter o equilibrio metabolico de ratos Wistar
submetidos ou nédo ao exercicio de forga resistido.

O perfil de lipidios da barra desenvolvida apresentou &cidos graxos
insaturados, como os da familia 6mega: 9, 6, 3, que exercem efeitos benéficos a saude.

Além disso, a anélise de composicdo centesimal demonstrou um produto com conteudo
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de proteinas superior aos normalmente comercializados. Nesse contexto, desenvolvemos
um produto com perfil lipidico desejavel, com elevado contetido de &cidos graxos mono-
insaturados. O perfil de acidos graxos também demonstrou o potencial do produto na
protecdo aos danos causados por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, auxiliando
no equilibrio REDOX e reduzindo o risco de desenvolvimento de doengas cronicas néo
transmissiveis (Bloomer et al 2009; McAnulty et al, 2010; Campos et al, 2015; Boit et al,
201).

De acordo com a RDC n° 54 de 2012 da ANVISA, o rétulo desta nova formulacédo
de barra pode conter o termo “sem adig¢do de agticares”, “alto contetdo de proteinas” e
“alto contetdo de fibras™ junto as informagdes nutricionais complementares, as frases
“contém agucares proprios dos ingredientes” e “este nao ¢ um alimento baixo ou reduzido
em valor energético”. Essa barra alimenticia também pode ser considerada um produto
fonte de ®3, oferecendo 446 mg do acido graxo/83g, bem como alegacbes de alto
conteudo de w6, oferecendo 3217mg/83g e alto conteudo de @9, tendo pelo menos 45%
dos acidos graxos totais do produto, o acido graxo oleico. Também apresenta a alegacao
“alto conteudo de proteinas”, por conter 38,1g de proteina/83g (1 por¢do). Diante disso,
é capaz de promover o aumento da ingestdo de proteinas em individuos de diferentes tipos
de atividade fisica. A recomendacdo proteica é de 1,6 a 1,7g/kg de peso/dia para
individuos que praticam exercicios de forca e 1,2 a 1,6g/kg de peso/dia para 0s esportes
em que se exige resisténcia aerdbica (BRASIL/RDC n° 269, 2005). De acordo com dados
disponiveis na literatura sobre o perfil de aminoacidos dos ingredientes utilizados no
preparo da barra, a quantidade desta, ofertada para os animais, quando convertidas g/kg
para humanos, oferece entre 2-3g de leucina, A International Society of Sports Nutrition
(2017), preconiza que a ingestdo de 1 a 3 g de leucina/dia é capaz de estimular a sintese

proteica muscular.
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A adicéo de barra a dieta padrdo de ratos Wistar, dos grupos sedentario e treinado
garantiu um aporte de 19% do consumo proteico proveniente da barra, e 0 consumo da
barra permitiu concomitantemente um aporte dietético de 29% dos lipidios e 12% de fibra
alimentar, sendo as fibras soltveis 1,31% da dieta. A barra alimenticia promoveu menor
consumo alimentar no grupo treinado que a consumiu. No entanto, ndo alterou medidas
biométricas e nem os coeficientes de eficiéncia alimentar (CEA), energética (CEE) e

proteica (PER) em relagéo ao grupo treinado.

Embora o célculo de preparo da dieta para os animais tenha sido baseado na oferta
proteica proveniente da barra, a reducdo no consumo alimentar de dieta levou ao aumento
do consumo de lipidios pelos animais alimentados com a barra. Esse aumento se deve ao
conteddo de lipidios da barra proteica (23% de lipidios) e a reducdo do consumo de dieta
(4% de lipidios de 6leo de soja). O consumo de uma dieta acrescida de proteinas, lipidios,
em especial acidos graxos mono e poliinstaurados, bem com o consumo de fibra alimentar
podem induzir a producédo de peptideos intestinais relacionados a saciedade (Graaf, et al,
2004); Witcamp et al., 2018; Sun et al, 2019), como glucagon 1 (GLP-1) e o peptideo YY
(PYY), que podem promover maior sensagdo de saciedade, levando ao menor consumo
alimentar dos animais. O 4cido graxo oleico, acido graxo em maior quantidade presente
na barra esta relacionado com o aumento da secrecéo do peptideo inibidor gastrico, e o
consumo de &cidos graxo poli-insaturados esta relacionado ao aumento da resposta do
peptideo Y'Y (Latif et al, 2013; Kaviani et al, 2017). Além disso, os ingredientes utilizados
na formulacdo conferem ao produto proteinas com alto valor bioldgico (Da Silva et al
2010, Paul et al, 2012), levando a uma melhor absorcdo de aminoacidos, possivelmente
auxiliando no controle da saciedade.

Os resultados dos testes de carga e histologicos demonstram que a oferta

proteica proveniente da barra foi capaz de melhorar o desempenho fisico dos animais, 0s
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quais apresentaram maior percentual de midcitos e menor percentual de matriz
extracelular. A resposta apresentada pelo grupo treinado alimentado com a barra,
justifica-se devido ao estimulo a taxa de sintese proteica muscular, como proposto por
Nelson et al (2012), em que a oferta proteica aumentou as taxas de sintese proteica
miofibrilares. A variedade de soja UFVTN105, com alto conteido de proteinas e estas de
alto valor biologico (Da Silva et al 2010; Paul et al, 2012), foi utilizada em 14,4% para o
preparo da barra. Seus principais aminoacidos essenciais sdo os de cadeia ramificada
(BCAA), como leucina (7,75%), isoleucina (4,23%) e valina (4,07%) (Moraes et al,
2006). A oferta desses aminoacidos na barra em consonancia com o aporte proteico
proveniente da dieta padrdo aliada ao exercicio fisico, pode ter auxiliado na inducédo da
hipertrofia muscular. Autores que investigaram o efeito da suplementacdo proteica
proveniente de caseina, proteina do soro do leite e soja e peptideos de colageno
observaram efeitos positivos da oferta proteica apos a pratica de atividade fisica, como
aumento da expressdo de proteinas das vias de hipertrofia muscular, diminuicdo da
expressdo de proteinas das vias de catabolismo muscular, aumento da biogénese
mitocondrial, bem como aumento do numero e tipos de fibras musculares, além do
aumento da area de seccdo transversa do masculo (Pennings et al., 2011; Res et al., 2012;
Ayoama et al., 2019; Oertzen-Hagemann et al., 2019).

A analise histologica demonstrou que a oferta proteica proveniente da barra,
guando analisada de forma isolada como fator principal, embora ndo tenha resultado em
diferencas no consumo proteico entre 0s grupos experimentais, exerceu influéncia sobre
a sintese proteica muscular. De forma semelhante, Reidy e colaboradores (2017)
suplementaram diferentes tipos de proteina em homens jovens e observaram hipertrofia

muscular e aumento da area transversal especifica das miofibrilas do vasto lateral.
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O aumento da expressdo génica de AKT, marcador de hipertrofia, aliado a
reducdo da expressdo de GSK-3p, marcador de atrofia muscular, demonstraram o efeito
da oferta proteica proveniente da barra, bem como o do exercicio fisico no aumento da
sintese proteica muscular. A AKT € a primeira proteina na via de sinalizacdo IGF1-PI3K-
AKT, via relacionada & hipertrofia muscular em resposta ao treinamento. Além disso,
AKTp é reguladora de GSK-3f inibindo sua acdo (Weeks et al., 2017).

No entanto, ao se quantificar AKTp, o grupo treinado + dieta padrédo (TRE) nédo
diferiu dos grupos sedentarios, bem como do grupo treinado alimentado com a barra
proteica. Isso pode estar relacionado a diferentes fatores, como o consumo proteico
semelhante entre os grupos, a via de sinalizacdo relacionada a hipertrofia muscular e ao
tempo apos exercicio que a andlise foi realizada e o tempo de meia vida da proteina
fosforilada. Rahbek et al. (2014) quantificaram AKTp em diferentes tempos apos o treino
(1, 3 e 5h), e no ultimo tempo avaliado ndo observaram diferengas entre 0s grupos
experimentais analisados, corroborando com nossos resultados. Takegaki et al., (2017)
também relacionam o tempo pds exercicio de forma inversamente proporcional a
quantificacdo de AKTp, em camundongos submetidos ao exercicio resistido induzido por
estimulos elétricos quando comparados ao grupo sedentério. Outra explicacdo possivel é
que a oferta proteica proveniente da barra aumente as taxas de sintese muscular de duas
formas: miofibrilar e mitocondrial (NELSON e colab., 2012). Embora a oferta proteica
ndo tenha resultado isoladamente na diferenca de AKTp, resultou em diferencas na
expressao génica dos marcadores de hipertrofia, conforme descrito por Weeks et al.,
(2017).

Quanto aos marcadores hematopoiéeticos e de funcdo renal, os valores
encontram-se dentro dos padrBes de referéncia propostos por Melo et al., (2012), esse

resultado € suportado pelo estudo de EIl-Shobaki et al., (2018), em que os autores
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ofertaram barras 269 de proteinas provenientes da proteina do soro do leite para homens
adultos jovens, e ndo observaram danos ao metabolismo hepatica e renal relacionados a
oferta proteica. A concentracdo da enzima hepética alanina aminotransferase (ALT)
apresentou-se abaixo do valor recomendado para todos os grupos experimentais. O
mesmo resultado foi apresentado ao se analisar &cido urico (MELO e colab., 2012). Desta
forma, a oferta proteica proveniente da barra, bem como a pratica do exercicio de resistido
ndo causaram altera¢fes hematoldgicas, hepéticas e, ou renais nos animais, mantendo,
assim, o equilibrio metabdlico dos ratos adultos submetidos a exercicio resistido.

A série leucocitaria apresentou-se dentro da normalidade para todos os grupos
e o0s niveis de enzimas e marcadores antioxidantes ndo diferiram entre 0s grupos
experimentais. A oferta proteica proveniente da barra em nosso estudo néo alterou os
niveis de malondialdeido, corroborando com o resultado obtido por Moreno-Pérez et al.,
(2018) em pesquisa com humanos desportistas. Embora o exercicio de alta intensidade
possa causar supressdo do sistema imunoldgico e aumento do estresse oxidativo, a pratica
de atividade fisica regular, induz o organismo a criar mecanismos de adaptacao,
chamados de hormeses, tornando-se capaz de reagir as EROs e ERNs gerados pelo
exercicio, minimizando seus efeitos (PETERNELJ e COOMBES, 2011). O tempo de
recuperacdo adequado associado as condi¢cBes moleculares no mdsculo perante o
exercicio pode estabilizar o comportamento das enzimas antioxidantes no organismo e
possibilitar a recuperacdo do organismo, como observado em nosso estudo e em
consonancia com outras pesquisas (KAWAMURA e MURAOKA, 2018; POWERS e
JACKSON, 2008; TAKEGAKI e colab., 2017). Raizel et al., (2018) demonstraram outra
via de controle, que o mecanismo de hormeses promove o equilibrio das chaperonas. Esse
mecanismo leva a ativagdo de NF-kB, capaz de reduzir o conteudo intracelular de HSP70,

liberando-a no meio extracelular. Nesse meio, a HSP70 pode agir na reducgéo do estresse
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oxidativo, combatendo EROs e ERNs. Nesse contexto, a oferta proteica mantém os niveis

de marcadores de estresse oxidativo, como observado em nosso estudo.

Entre as limitacdes deste estudo, podemos citar a oferta de dieta ad libitum para
0s animais, resultando em uma substituicdo proteica da dieta. 1sso aconteceu pois o
consumo alimentar dos animais reduziu ao consumirem a barra com alto contetdo de
proteinas, de modo que ndo houve suplementacdo proteica. Sugerimos entdo que estudos
posteriores controlem a ingestao alimentar dos animais a fim de garantir a suplementacao
proteica e seus efeitos associados a préatica de exercicio de resistido, permitindo também
estudos que controlem a perda de gordura. O consumo da barra alimenticia também pode
ser adotado como estratégia em estudos que trabalhem com dietas com restricdes

caldricas, visto que propiciou uma menor ingestdo alimentar.

5. CONCLUSAO

A barra desenvolvida apresentou alegagdes nutricionais como alto contetdo de
proteinas, lipidios insaturados e fibra alimentar, além do baixo teor de agtcar. O consumo
da barra substituindo 20% da proteina na dieta de ratos praticantes de exercicio de forca
resistido reduz a ingestdo alimentar, melhora o desempenho fisico, induz hipertrofia
muscular, mantém a funcdo hematopoiética, hepatica e renal e o metabolismo oxidativo
em ratos Wistar submetidos ao exercicio resistido. Deste modo, a utilizagdo da barra
desenvolvida pode ser uma estratégia eficaz para promover o ganho de massa muscular e

melhora do desempenho fisico de praticantes de exercicio resistido.
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6. CONCLUSOES GERAIS

As anélises de composicdo quimica e centesimal demonstram que se trata de um
produto com alegagdes nutricionais, como: alto contetdo de proteinas (44,9%) e fibra
alimentar (9,2%), sem adigao de agticares ¢ “este ndo ¢ um produto reduzido em calorias”,
devido a sua densidade energética. Além disso, trata-se de um produto com um contetido
consideravel de lipidios (23%) e seu perfil de acidos graxos foi composto por 45,78% do
acido graxo monoinsaturado oleico, para os acidos graxos poli-insaturados, apresentou
16,83% de &cido graxo linoleico, 2,33% de &cido graxo linolénico e 1,58% de &cido graxo
araquidénico. Quanto aos acidos graxos saturados, a barra apresentou 6,58% de acido
graxo palmitico, 4,03% de é&cido graxo decosanoico e 3,97% de é&cido graxo

octadecanoico.

O conteldo de lipidios da barra desenvolvida também garante como alegacdes para
o produto: alto contetido de 4cido graxo linoleico (06) e alto contetido de 4cido graxo
oleico (®9), bem como a alegagdo de fonte de acido graxo linolénico (®3). Essas
alegacdes sdo possiveis tendo em vista que uma barra de 839 é capaz de prover 3217mg
e 446,14mg/83g de barra, além de ter pelo menos 45% dos percentuais de &cidos graxos,
0 &cido graxo oleico.

Ao avaliar o efeito da oferta proteica proveniente da barra in vivo, observou-se que
ndo houveram diferencas entre 0s grupos experimentais, exceto para o grupo treinado
alimentado com barra alimenticia. O consumo proteico ndo diferiu entre 0s grupos
experimentais, de forma que a suplementacdo proteica ndo aconteceu. O coeficiente de
eficiéncia proteica ndo diferiu entre os grupos, exceto para o treinado alimentado com a
barra. O consumo da barra ndo alterou o coeficiente de eficiéncia alimentar e o coeficiente
de eficiéncia energética entre 0s grupos, exceto para 0s grupos treinados. Além disso, a
oferta proteica proveniente da barra ndo provocou alteragcdes em marcadores
hematopoiéticos (hemaceas, hemoglobina, hematocrto, leucdcitos totais), de funcao renal
(ureia, creatinina e &cido urico) e hepética (alanina aminotransferase e aspartato

aminotransferase).

A oferta proteica proveniente da barra manteve a capacidade antioxidante total do
plasma e os niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) e de marcadores relacionados
ao estresse oxidativo, como o malondialdeido (MDA) e o 6xido nitrico (ON) nos grupos

experimentais.
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O consumo da barra também melhorou o desempenho fisico dos animais segundo
a relacdo carga/peso em todos os testes de carga. Quanto aos resultados histologicos, a
suplementacdo proteica, embora tenha exercido influéncia nos midcitos e na matriz
extracelular, ndo foi capaz de melhorar de forma isolada os resultados atingidos com o
exercicio. Ndo houveram diferencas para o nimero de nucleos celulares e infiltrados

inflamatorios, bem como para a area de seccao transversa das fibras musculares.

A oferta da barra proteica foi capaz de aumentar a expressao génica da proteina
quinase B (AKT) e da glicogénio sintase 3B (GSK-3p), no entanto nao foi capaz de
aumentar a atividade de AKT fosforilada (AKTp), marcadores relacionados a hipertrofia
muscular. Nesse sentido, o consumo da barra com alto conteido de proteinas pode se
tornar uma estratégia para auxiliar no desempenho fisico de desportistas.

Nesse sentido, sugerimos estudos posteriores que controlem a ingestéo alimentar
dos animais a fim de garantir a suplementacéo proteica e seus efeitos associados a pratica
de exercicio de resistido. A oferta dessa barra pode ser adotada como estratégia em
estudos voltados para 0 emagrecimento, visto que esté relacionado a uma menor ingestao

alimentar e possui uma composicao nutricional satisfatoria.



126

7. ANEXOS

Anexo 1- Aceite Comité de ética no uso de animais - CEUA

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
PRO REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Campus Universitario - Vigosa, MGG - 36570-900- Telefone: (31) 3899-3783

Vigosa, 21 de fevereiro de 2019

Ilma. Prof.®

Heércia Stampini Duarte Martino
Coordenadora do projeto
DNS/UFV

Sr. ® Coordenadora,

Apds avaliagdo da Metodologia utilizada no Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito do
consumo de barra alimenticia desenvolvida com alto conteiido de proteinas e
antioxidantes no estresse oxidativo, inflamagio e desempenho fisico em ratos Wistar
treinados e niio treinados”, aqui nomeado Processo 87/2018, a CEUA/UFV emite parecer
favoravel ao protocolo de utilizagéo de animais proposto, tendo como base para analise a
Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes Normativas
editadas pelo CONCEA/MCTI, bem como a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o
Cuidado e a Utilizag3o de Animais para Fins Cientificos e Didéticos) e as Diretrizes da Prética
de Eutandsia preconizadas pelo CONCEA/MCTL

Acresce a esse Parecer a exigéncia de Relatério Final de Atividades conforme itens a

seguir:

RESUMQ DOS RESULTADOS FINAIS OBTIDOS A PARTIR DOS EXPERIMENTOS
E 5 I1ZACA L <10 DE PESQUI

3 Numero do protocolo de submissdo do projeto de pesquisa 8 CEUA/UFV:

4 Metodologia completa obrigatoriamente com:
- Local (is) Geral (is) e especifico (s) oficial (is) onde ocorreu a experimentagio;
- O nome cientifico do animal em questio;
- Numero total de animais utilizados na pesquisa.

5 Resultados:
6 Nome do Coordenador do Projeto:

Assinatura:
7 Nome do Responsavel Técnico:

Assinatura:

nscricd ; : ,
\ﬁla‘wo\, WA r—e oD s, Gl
Prot. ® Atima Clemente Alves Zuanon
Presidente

Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV




