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RESUMO

Objetivo: Avaliar se a suplementacéo da proteina do soro do leite (PSL) melhora a
reabsorcéo 6ssea, em mulheres na pds-menopausa praticantes de exercicio fisico.
Metodos: Estudo prospectivo de intervencdo controlado, com 38 mulheres na pos-
menopausa, com idade entre 50 a 70 anos, randomizadas em dois grupos: intervencao
com PSL (n=19) ou controle (n=19). Foram incluidas mulheres com amenorreia
acima de 12 meses, densitometria 6ssea normal dos ultimos doze meses e praticantes
do protocolo de exercicios fisicos (especificar mais). O treinamento foi realizado trés
vezes por semana, composto de exercicios aerdbio e resistido. No grupo
suplementado foi fornecido PSL, para ingestdo diaria, contendo 25g de proteina. O
tempo de seguimento foi de 20 semanas, com avalia¢cbes nos momentos (inicial e
final). As participantes foram avaliadas quanto a antropometria, ao consumo
alimentar por meio do recordatério de 24 horas, variavel laboratorial (bioquimicos e
hormonais) e pelo marcador de reabsor¢do 0ssea, 0 s-CTX (serum C-terminal cross-
linked telopeptides of type | collagen). A analise estatistica foi per protocol,
empregando-se delineamento em medidas repetidas no tempo (ANOVA), seguido do
teste de comparacdo mdultipla de Tukey ajustado para interacdo entre grupo X
momento ou por distribuicdo Gama (variaveis assimétricas).

Resultados: O estudo foi finalizado com 18 mulheres no grupo suplementado e 14
no grupo controle, com média de idade de 59+6 anos. Quanto aos parametros
antropométricos e laboratoriais, ndo foram observadas diferengas significativas entre
0s grupos. Em relagéo ao consumo alimentar, no momento inicial foi observado que

0 grupo controle apresentava maior consumo de proteinas totais, fésforo, magnésio e
14



aminoacidos (isoleucina, leucina, valina e glutamina). Na comparacdo entre 0s
momentos, o grupo controle apresentou apos 20 semanas maior consumo de energia,
carboidratos, gorduras totais e fibras. No grupo suplementado foi observado maior
consumo de energia, carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e aminoacidos entre
0s momentos. Na andlise do marcador de reabsorcdo 6ssea s-CTX foi observado
reducdo significativa entre os momentos inicial e final apenas no grupo controle
(p=0.016), diferentemente no grupo suplementado nao foi observada variacdo
significativa entre os momentos (p=0.311).

Conclusdo: Em mulheres na pds-menopausa praticantes de exercicio fisico, a
associacdo da suplementacédo de proteina do soro do leite ndo apresentou repercussao
sobre a reabsorcao dssea no protocolo de 20 semanas.

Palavras Chave: Suplementacao nutricional; Proteina do soro do leite; Marcador de

reabsorcéo 6ssea; Menopausa; Exercicio Fisico.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of whey protein supplementation (WPS) on bone
resorption in postmenopausal women practicing physical exercise.

Methods: We conducted a prospective, controlled study with 38 postmenopausal
women aged 50 to 70 years, randomized into two groups: with PSL intervention (n =
19) or without PSL (n =19, control). We included women with amenorrhea above 12
months, normal bone mineral density of the last twelve months and practitioners of
the physical exercise protocol. The exercises were performed three times a week with
aerobic and resistance training. In the intervention group, supplementation was
provided daily, containing 25g of protein. Follow-up time was 20 weeks, with
assessments at the start and end times. The participants were evaluated for
anthropometry, food consumption through the 24-hour recall, laboratory parameters
(biochemical and hormonal) and the bone resorption marker s-CTX (serum C-
terminal cross-linked telopeptides of type | collagen). Statistical analysis was per
protocol, using a time-repeated measures (ANOVA) followed by the Tukey multiple
comparison test adjusted for group X moment interaction, or by gamma distribution
(asymmetric variables).

Results: We evaluated 18 women in the supplemented group and 14 in the control
group, mean age 59+6 years. Regarding the anthropometric and laboratory
parameters, no significant differences were observed between groups. In relation to
the food consumption, at the initial moment, it was observed that the control group
presented higher consumption of total proteins, phosphorus, magnesium and amino

acids (isoleucine, leucine, valine and glutamine). In the comparison between the
16



moments, the control group presented after 20 weeks, higher energy consumption,
carbohydrates, total fats and fibers. In the supplemented group was observed greater
consumption of energy, carbohydrates, proteins, fats, minerals and amino acids
between moments. In the analysis of the s-CTX a significant reduction was observed
between the initial and final moments only in the control group (p = 0.016). In the
supplemented group, no significant variation was observed between the moments (p
=0.311).

Conclusion: In postmenopausal women practicing physical exercise, the association
of whey protein supplementation did not present repercussion on bone resorption in

the 20-week protocol.

Keywords: Nutritional supplementation; Whey protein; Bone resorption marker;

Menopause; Physical exercise.
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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida estd aumentando em todo o mundo assim como no
Brasil. Dados divulgados em 2017 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) apontam expectativa média de vida para mulheres de 79,4 anos (IBGE, 2017),
sendo que um terco da vida dessas mulheres sera vivenciado na p6s-menopausa. A
menopausa é caracterizada pela cessacdo permanente da menstruacéo apos a perda da
atividade ovariana, que traz como consequéncia a producdo reduzida de estrogénio
pelos ovarios, diversas alteracdes fisicas e emocionais que afetam a vida da mulher
(Fritz & Speroff, 2015).

Com base em evidéncias, sintomas foram avaliados quanto a proximidade da
menopausa, influéncia do processo de envelhecimento e a probabilidade de terapia
com estrogénio, a qual teria eficAcia no alivio dos sintomas. Quatro principais
sintomas surgiram associados a menopausa: sintomas vasomotores (ondas de calor e
suores noturnos), atrofia vulvovaginal (ressecamento vaginal e dispareunia),
dificuldade no sono / insdnia, e alteracdes do humor / depresséo (Santoro et al. 2015).
Além dos sintomas associados a menopausa, o processo do envelhecimento da mulher
é acompanhado por alteragdes na composicao corporal caracterizados pelo aumento
da gordura corporal (Toth et al., 2000), diminuicdo da massa muscular (Sirola &
Rikkonen, 2005) e perda de massa dssea (Siris et al, 2001).

Nos primeiros anos de pOs-menopausa, em reposta ao hipoestrogenismo,
ocorre rapida perda de massa 6ssea demonstrada pela reducéo na densidade mineral
6ssea (DMO). O estudo Women'’s Health Across the Nation (SWAN) avaliou o inicio

da perda da DMO em relacéo a data da ltima menstruagdo em 862 mulheres norte-
18



americanas, na pré e peri-menopausa com idade entre 42 e 52 anos. Durante periodo
de 10 anos de seguimento, a perda cumulativa de DMO para coluna lombar foi de
10,6%, sendo que, 7,4% do total de perda ocorreram na transicdo menopausal, e no
colo de fémur a perda total foi 9,1% e 5,8% na transicdo menopausal (Greendalle et
al, 2012).

O declinio na DMO e na integridade estrutural resulta em aumento do risco
para osteoporose na pos-menopausa, segundo dados da Organizacdo Mundial da
Salde (OMS), a osteoporose se constitui no segundo maior problema de salde
publica do mundo, seguido pela doenca cardiovascular (OMS, 2000). A principal
consequéncia clinica da osteoporose é a fratura, que ocorre principalmente em colo
de fémur, vértebras e punho (Cummings & Melton, 2002). A maioria dos casos de
osteoporose ocorre em mulheres na pos-menopausa e a prevaléncia da doenca
aumenta com a idade, de 4% em mulheres entre 50 a 59 anos para 52% em mulheres
com idade superior a 80 anos (NAMS, 2010). Osteoporose é responsavel por cerca
de 90% de todas as fraturas de quadril e coluna em mulheres com idade entre 65-84
anos (Cosman et al, 2014). O risco aumentado de fraturas, espontaneas ou
traumaticas, possui relacdo com a diminuicédo da resisténcia do 0sso, devido a reducéo

da quantidade e qualidade 6ssea (Migliaccio et al., 2011).

1.1. Menopausa e Massa 0ssea

A osteoporose € definida pela reducdo da massa 0ssea associada a desarranjo
da microarquiterura do esqueleto que resulta em maior fragilidade e risco aumentado
de fraturas (Kanis, 1994). O osso constitui um tecido metabolicamente ativo que sofre
processo continuo de renovacéo e reabsorcao dssea. Este processo € consequéncia da
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atividade de dois tipos celulares principais do tecido 0sseo: 0s osteoblastos,
responsaveis pela formacdo e os osteoclastos, pela reabsor¢do. Esse processo
dindmico é chamado de remodelacdo dssea (Riis, 1996). Fatores genéticos e
ambientais participam dos processos de aquisicdo do esqueleto, pelo aumento na
formacéo do osso durante o crescimento, levando ao pico de massa 6ssea em adultos
(Brown & Rosen, 2003; Migliaccio et al, 2004; Migliaccio et al, 2013). Qualquer
desequilibrio nesse processo que favoreca a reabsorcdo, com perda de massa dssea,
pode fragilizar o esqueleto e torna-lo susceptivel a fraturas (Giaglia et al., 2007), que
ocorrem com a idade avancada e na menopausa (Lupsa & Insogna, 2015).

Nos primeiros anos de pds-menopausa, com a diminuicdo das concentracfes
do estrogénio, ocorre aumento na atividade osteoclastica e a reabsorcdo éssea,
iniciando o processo de perda da massa 6ssea (Riggs, 1998; Maeda e Lazaretti-Castro,
2014), que comeca cerca de 2 a 3 anos antes da Gltima menstruacdo, e mantém-se por
3 a 4 anos ap6s a menopausa, sendo que, neste periodo as mulheres perdem
aproximadamente 2% de 0sso ao ano (NAMS, 2010). Evidéncia sugere gque a rapida
remodelagdo éssea - avaliada pelos marcadores bioquimicos de reabsorcdo e
formacédo dssea - aumenta a perda de massa 0ssea e o risco de fratura osteopordtica
(Cosman et al, 2014).

Frequentemente sdo utilizados para diagndstico da perda 6ssea, técnicas de
imagem, como o0 DXA (dual energy x-ray absorptiometry), empregada para medigéo
da DMO e para diagnosticar a osteoporose, pois avalia a massa 0ssea nos sitios
importantes de fraturas osteoporo6ticas (coluna e quadril) (Kanis et al, 2005). Contudo,
0 DXA ndo reflete as alteragdes dindmicas que o tecido 6sseo esta sofrendo na ocasido

do exame, sendo necessarios varios meses até que alteracfes significativas neste
20



parametro ocorram. Para suprir esta limitacdo do DXA e melhorar a sensibilidade e
especificidade na avaliacdo da massa 6ssea, marcadores bioquimicos de remodelacao
0ssea vém sendo utilizados (Saraiva & Larazetti-Castro, 2002) e por fornecerem
avaliacdo dindmica da atividade e saude Ossea (lvaska et al, 2008; Bieglmayer et al,
2009). Embora ndo possam ser utilizados para diagnosticar a osteoporose, valores
elevados desses biomarcadores sdo capazes de indicar taxas mais rapidas de perda de
DMO, além de estarem associados com aumento do risco de fraturas osteoporoticas,
de maneira independentemente da densidade, em mulheres na pds-menopausa
(Garnero et al, 1996; Schousboe et al, 2007; Reginster et al, 2008; Delmas et al,
2009). Além disso, esses marcadores respondem rapidamente a intervencédo
terapéutica e estas mudancas tém sido associadas com a resposta dssea a terapia e,
ainda, a reducdo do risco de fratura (Greenspan et al, 2000; Sézen et al, 2017).
Marcadores bioquimicos de remodelacdo dssea indicam tanto a atividade
osteoclastica de reabsor¢do (produtos de degradacdo de colageno tipo | no 0sso) ou
osteoblastica de formacdo (sintese de matriz 6ssea) (NAMS, 2010). Em 2011, a
International Osteoporosis Foundation (IOF) e a International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) avaliaram os varios marcadores de
remodelagdo 6ssea empregados nos estudos clinicos na indicacdo do risco de fratura
e no monitoramento do tratamento e, ap6s estudo de revisdo, recomendaram que 0
procollagen type 1 amino-terminal propeptide (P1NP), marcador de formacéo dssea, e
o0 serum C-terminal cross-linked telopeptides of type I collagen (s-CTX), marcador
de reabsorcdo 0ssea no sangue, sejam utilizados como marcadores de referéncia e
avaliados por ensaios padronizados em estudos observacionais e de intervencédo

(Vasikaran et al, 2011).
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As moléculas interligadoras do colageno tipo | sdo atualmente os melhores
marcadores bioquimicos da reabsorcdo oOssea (Vasikaran et al, 2011). No tecido
0sseo, as moléculas de colageno estdo unidas por trés residuos do aminoacido
hidroxilisina, lisina ou seus derivados, de maneira que cada duas moléculas de
colageno estdo unidas entre si por uma estrutura ciclica fluorescente chamada
piridinolina. Os telopeptideos (extremidades da cadeia protéica) carboxiterminal e
aminoterminal do colageno tipo |, cujas cadeias proteicas estdo unidas entre si pela
estrutura piridinolinica, sdo liberados durante a degradacao do colageno tipo I, dando
origem aos telopeptideos carboxiterminal, como o CTX, e aminoterminal, como o
cross-linked N-telopeptides of type-l collagen (NTX), ambos do colageno tipo I.
Essas substancias circulam no sangue e sdo excretadas em urina (Vargas et al, 1997).
A avaliacdo dos telopeptideos do colageno tipo | parece mostrar maior correlacédo
com a dindmica do 0sso, podendo ser dosados no sangue e urina (Saraiva & Larazetti-
Castro, 2002).

O CTX e 0 NTX sdo indicadores altamente sensiveis de reabsorcdo 0ssea,
sendo liberados através de degradacdo proteolitica mediada pela catepsina K da
cadeia-al durante a reabsorcdo Ossea (Funck-Brentano et al, 2011). O s-CTX ¢
considerado um dos marcadores de reabsorcdo Ossea e possui associagdo
inversamente proporcional ao exame radioldgico por densitometria Gssea, pois
valores moderados a altos do marcador indicam baixa DMO (Silva et al., 2016) e a
sua utilizacdo poderia facilitar a investigacdo da salde 6ssea (Maimoun & Sultan,
2011), adiantando orientacdes e estratégias para a prevencgdo e tratamento de doencas
Osseas, como osteopenia e osteoporose, e para as intervengdes nutricionais somadas

ao exercicio fisico (Tagliaferri et al., 2015).
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1.2. Massa 0ssea e Exercicio Fisico

O treinamento resistido e exercicios aerébicos, aumentam a massa muscular
(aumento do tamanho das fibras musculares esqueléticas) (Héakkinen et al., 2005;
Marcora et al, 2005; Lemmey et al, 2009, Sharif et al., 2011). Porém, em mulheres
idosas, os percentuais de gordura coporal diminuem (Hékkinen et al., 2003; Strasser
etal., 2011;. Stavropoulos-Kalinoglou et al., 2013).

Em relacdo ao metabolismo 6sseo, o exercicio fisico deve ser capaz de
produzir o efeito piezoelétrico, que € a deformacao ou sobrecarga 6ssea causada pela
forca de compressdo, tensdo ou tor¢do que estimula a atividade celular e promove a
deposicdo de minerais nos pontos de estresse (Guyton & Hall, 2011). Uma meta-
analise que avaliou oito estudos dos quais cinco aplicaram exercicios de impacto, trés
sem impacto e dois combinaram exercicios com e sem impacto, observou um efeito
benéfico do exercicio na DMO da coluna lombar e do fémur em mulheres na pds-
menopausa, porém, o quanto cada um destes diferentes exercicios contribuiu para este
beneficio ndo foi estudado (Kelly et al., 2013). Uma pesquisa realizada com mulheres
entre 20 e 35 anos de idade que avaliou os efeitos da corrida com impacto, e do
treinamento de forga sem impacto, sobre a DMO mostrou que a corrida levou ao
aumento significativo na DMO, enquanto o treinamento de forca nédo alterou essa
variavel (Liang et al.,2011), porém, em mulheres idosas 0s exercicios sem impacto
realizados na agua apresentaram um efeito benéfico nos niveis dos marcadores
0sseos, embora ndo tenham aumentado a DMO (Pernambuco et al., 2013).

Em mulheres na p6s-menopausa, a massa muscular e o peso corporal tém sido

associados positivamente com a DMO do colo do fémur (Gentil et al., 2007; Di
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Monaco et al., 2010; Genaro et al., 2010). Entre as hipoteses construidas para explicar
a associacdo entre a massa muscular e a massa 0ssea, acredita-se que 0s ganhos de
forca muscular induziriam a deposicdo periosteal estimulando diretamente, via forca
mecanica, mecano-receptores de ostedcitos (Sievanen, 2005; Karasik & Kiel, 2010).
Ossos e musculos compartilham influéncias enddcrinas e genéticas, pois muasculo tem
funcdo endocrina produzindo moléculas bioativas que podem contribuir para a
regulacdo homeostatica do osso e do musculo (Sievanen, 2005; Karasik & Kiel,
2010).

Em 2011, Orsatti e cols, em estudo prospectivo controlado, avaliaram a
relacdo entre a massa muscular e a DMO do colo do fémur em 64 mulheres na pos-
menopausa, com idade entre 45 e 70 anos. As participantes foram divididas em dois
grupos: com baixa (n=32) ou normal (n=32) massa muscular apendicular. A DMO
do colo do fémur e a massa muscular foram medidas por DXA, no inicio e ap6s 12
meses e, ao final do seguimento, a DMO do colo do fémur foi significativamente
menor no grupo com baixa massa muscular apendicular, ndo havendo diferenca
significativa no grupo com a massa muscular apendicular normal (p<0,05). Os
autores concluiram que, em mulheres na p6s-menopausa, a baixa massa muscular esta
associada negativamente a DMO do colo femoral em um curto periodo de tempo
(Orsatti et al, 2011).

A redugdo da massa muscular esta significantemente associada com a
diminuicdo da atividade fisica, particularmente em mulheres (Gallagher et al., 2000).
Segundo a Sociedade Europeia de Aspectos Clinicos e Econdmicos da Osteoporose
e da Osteoartrite, a perda muscular anual esta entre 1 e 2% apds o0s 50 anos de vida e

com aumento progressivo conforme o avango da idade (Rizzoli et al., 2014a). Em
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2014, Pisciottano e cols. investigaram a massa magra e gorda, a DMO e a forga
muscular em 100 mulheres saudaveis ativas com idade acima de 65 anos para
determinar indicadores do envelhecimento saudavel. A idade e a massa muscular
apendicular foram os principais determinantes da forca do membro inferior,
associados significativamente com o desempenho nos testes fisicos. Os autores
concluiram que a idade tem impacto negativo na forca e no desempenho fisico em
mulheres na po6s-menopausa (Pisciottano et al., 2014), entretanto reconhecidamente,
a nutricdo adequada e exercicios fisicos de resisténcia representam efetivos caminhos
para restaurar a perda da massa e forca muscular, além de melhorar a qualidade de
vida de mulheres na p6s-menopausa (Haub et al, 2002; Burns et al, 2003; Maesta et

al, 2007; Orsatti et al, 2010; Orsatti et al, 2012; Orsatti et al, 2018).

1.3. Massa 06ssea e Consumo Proteico

Uma alimentacdo saudavel possui efeito benéfico sobre a salde 0Ossea e
muscular, devendo ser avaliados a ingestdo calorica total e o tipo de nutrientes
consumidos (Pisciottano et al., 2014). No passado, 0 consumo excessivo de proteinas
foi considerado prejudicial a saude dssea por induzir acidose metabdlica cronica, o
que poderia levar a hipercalciuria e a dissolucdo mineral acelerada (Barzel et al,
1998), no entanto estudos controlados em curto prazo mostraram que uma dieta rica
em proteinas ndo tem efeitos adversos na retencdo de calcio e no metabolismo 6sseo
(Roughead et al, 2003; Kerstetter et al, 2005; Hunt et al 2009). Desta forma, a
absorcdo intestinal de célcio encontra-se aumentada com o maior consumo de
proteinas, promovendo efeito positivo na mineralizacdo dssea (Cuenca-Sanchez et al,

2015).
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A proteina dietética e seus aminoacidos servem como componentes
funcionais para a estrutura total do corpo, regulacdo e locomocéo. Estruturalmente,
as proteinas representam 20 a 25% da massa 0Ossea total, das quais as fibras de
colageno tipo 1 constituem a maioria (Burn & Allen, 2013). A proteina dietética é
essencial para a formacdo e manutencao estrutural do 0sso, pois 0 organismo é
incapaz de reutilizar os aminoacidos para a sintese de coldgeno apds a remodelagéo
Ossea (Burn & Allen, 2013). A ingestdo de proteina abaixo das recomendac6es
nutricionais de 0,8g/kg/dia diminui massa dssea e aumentam o risco de osteoporose,
particularmente em populacdes mais velhas (Kerstetter et al, 2003; Wright et al,
2017).

A escolha do método para a adequacdo proteica deve ser cautelosa e
individual. Como melhor opcdo tem-se a utilizacdo da proporcdo proteica com a
necessidade energética total. Assim a relacdo de 1,5 g/kg de peso ao dia pode ser
considerada um consumo seguro (Cuenca-Sanchez et al 2015), mas € importante
avaliar a qualidade e quantidade de proteina a ser consumida para a otimizacao da
salde d6ssea e muscular, principalmente devido seu requerimento para estimulacao de
sintese muscular (Phillips et al, 2009; Cuenca-Sanchez et al, 2015). A qualidade da
proteina é determinada pela digestibilidade proteica, do contetdo e disponibilidade
de aminoacidos para suportar a funcdo metabdlica. A proteina do soro do leite € uma
das proteinas de melhor qualidade, devido ao seu elevado conteddo em aminoéacidos
de teor essencial, principalmente os aminoacidos de cadeia ramificada, como por
exemplo a leucina, além de possuir digestibilidade rapida (Devries & Phillips, 2015)

A suplementacdo proteica é eficaz para mulheres na menopausa, na prevencao

da perda 6ssea e na melhora da DMO (Aoe et al., 2005) e, independentemente da
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qualidade da proteina do leite, se hidrolisada ou concentrada, a suplementacéo
previne a perda 6ssea, melhora atividade fisica e a densidade e conteddo mineral
0sseo (Kim et al., 2015). Uma revisdo sistematica mostrou que, em estudos
transversais com individuos idosos, a ingestdo de proteina correlacionou-se
positivamente com a DMO e poderia explicar 1% a 2% da variagdo na DMO (Darling
et al, 2009). A ingestdo adequada de proteinas pode beneficiar o esqueleto dos idosos,
além de fornecer aminoécidos e aumentar a absorcdo de calcio (Zhu et al, 2011).
Whey protein (WP) é um suplemento nutricional amplamente consumido,
conhecido por aumentar a forca e a massa muscular durante os periodos de
treinamento resistido (Davies et al, 2018). E uma fonte de proteina de alta qualidade,
rica em aminoacidos essenciais, que estimulam a sintese de proteina muscular pos-
exercicio (Morton et al, 2018). Em adultos a taxa de sintese muscular aumenta quando
ha a suplementacdo de 40g de WP, quando acompanhada do treinamento resistido,
principalmente no musculo ndo exercitado (Yang et al., 2012). Recente publicacdo
refere que a melhor forma de adequacdo proteica em adultos mais velhos seria a
concentracgéo de 0.40 g/kg de peso ou 0.61g/kg de massa magra corporal por refeicao,
com proteinas de alta qualidade e facil digestdo, pelo fato de menor sensibilidade
muscular para quantidades menores de proteina consumida nessa populagdo (Moore
et al., 2015). Deve-se ter cautela com a quantidade do consumo proteico, pois o
consumo méximo para a populagdo saudavel é de até 30g do macronutriente (oM,
2005). Assim, seguindo recomendagdes, mulheres na pds-menopausa poderiam
consumir de 20 a 25g de proteina, de alta qualidade, por refeicdo, além da pratica
regular de exercicios fisicos de, pelo menos, trés vezes na semana (Rizzoli, 2014b).

Recentes pesquisas avaliando o efeito da suplementacdo da WP sobre a massa
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muscular em mulheres na p6s-menopausa encontraram resultados conflitantes (Zhu
et al, 2015; Weisgarber et al 2015; Mori & Tokuda, 2018; Nabuco et al, 2018). Em
2015, Zhu e cols em estudo duplo-cego controlado por placebo avaliaram a massa
muscular de 196 mulheres com idade entre 70 e 80 anos randomizadas a WP contendo
30 g de proteina ou placebo contendo 2,1 g de proteina por dois anos. O estudo
mostrou que, em mulheres idosas na poOs-menopausa, 30g/dia de proteina
suplementada n&o melhorou a massa muscular ou a fungéo fisica (Zhu et al, 2015).
No mesmo ano, Weisgarber e cols examinaram o efeito combinado da suplementagéo
proteica de soro de leite e do treinamento resistido em 12 mulheres saudaveis na pos-
menopausa. Os autores observaram que o exercicio foi eficaz para melhorar indices
de massa muscular e forca, além disso, a ingestdo proteica durante as sessdes de
treinamento ndo aumentou essa resposta (Weisgarber et al, 2015).

Por outro lado, uma pesquisa investigou o efeito da suplementacdo de WP
consumida imediatamente antes ou apds exercicios resistidos na massa muscular, na
forca muscular e capacidade funcional em 60 mulheres idosas pré-condicionadas.
Este programa de treinamento foi realizado durante 12 semanas, trés vezes por
semana. Uma interacdo tempo versus grupo foi observada com WP apresentando
maiores aumentos em massa e for¢a muscular em comparagéo com grupo placebo. A
suplementacdo com proteina de soro de leite foi eficaz na promocao de aumentos de
massa e forca muscular e capacidade funcional em mulheres idosas pré-
condicionadas, independentemente do tempo de suplementacdo (Nabuco et al, 2018).

Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a proteina do soro do leite,
especialmente sua fracdo proteica basica (proteina basica do leite, MBP), contém

varios componentes capazes de promover a formacao e inibir a reabsorcdo 0ssea
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(Fried etal 2012; Nebot et al 2014; Kim et al, 2015; Ono-Ohmachi et al 2017; Douglas
et al 2018). Entretanto, poucos estudos clinicos de intervencdo avaliaram a saude
0ssea com a suplementacao da proteina do leite em mulheres na pds-menopausa (Aoe
et al, 2005; Zhu et al, 2011). Aoe e cols avaliaram a suplementacdo da proteina do
leite (40 mg por dia) sobre o metabolismo 6sseo em 27 mulheres na pés-menopausa,
com média de idade de 50 anos, comparado ao placebo, durante 6 meses. A taxa
média de ganho de DMO lombar no grupo suplementado (1,21%) foi
significativamente maior do que no grupo placebo (0,66%). Quando comparado ao
grupo placebo, o NTX diminuiu no grupo de proteina do leite aos 6 meses, mas nao
houve diferenca na osteocalcina sérica entre os dois grupos. Estes resultados sugerem
que a suplementacdo de proteina do leite foi eficaz na prevencdo da perda 6ssea em
mulheres na menopausa e que esta melhora na DMO pode ser primariamente mediada
pela inibicdo da reabsorcdo 6ssea (Aoe et al, 2005).

Foi realizado um estudo de dois anos de intervencdo em 196 mulheres com
idades entre 70 e 80 anos, randomizadas para uma bebida rica em proteinas contendo
30 g de proteina de soro de leite ou uma bebida placebo contendo 2,1 g de proteina.
Ambas as bebidas forneceram 600mg de célcio. O consumo médio de proteinas na
linha de base foi de 1,1 g / kg de peso corporal por dia. Houve reducéo significativa
na DMO lombar ao longo de 2 anos, sem diferengas entre os grupos, e a DMO de
colo femoral permaneceu inalterada em ambos os grupos ao longo do tempo. Os
autores concluiram que, em mulheres saudaveis, a suplementagéo de 30 g de proteina
do leite ndo apresentou efeito benéfico ou deletério sobre a massa dssea (Zhu et al

2011).
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1.4. Justificativa

A suplementacdo proteica e a préatica de exercicio fisico sdo relevantes para a
melhora da saude 6ssea em mulheres na pds-menopausa. Nesse sentido, identificar as
caracteristicas nutricionais relacionados ao metabolismo ésseo, junto as modalidades
de exercicios fisicos efetivos para manter ou retardar a perda 6ssea e muscular em
mulheres na pos-menopausa podera ter implicacdo importante, uma vez que essas
informacBes poderdo ser utilizadas por profissionais de saude para a melhor
preservacdo e tratamento da saude 6ssea nesta populacdo. Entretanto poucos estudos
de intervencdo analisaram a reabsorcdo d6ssea em mulheres na pos-menopausa,
praticantes de exercicios fisicos, suplementadas com proteina do soro do leite (PSL).
Diante da escassez de ensaios clinicos até o momento, os resultados do estudo
proposto poderdo contribuir para a construcdo desse conhecimento e suas possiveis

implicacdes.

1.5. Hipotese

A associacdo da suplementagdo da proteina do soro do leite com exercicio

fisico melhora a reabsorgédo 6ssea, prevenindo a perda 0ssea.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da suplementacdo com proteina do soro do leite sobre a

reabsorcéo 6ssea, em mulheres na pos-menopausa praticantes de exercicio fisico.
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3. METODO

Estudo prospectivo de intervencao, randomizado e controlado.

3.1 Tamanho amostral

O célculo do tamanho amostral foi embasado no estudo de Aoe e cols (2005)
que demonstraram reducao significativa nos valores do NTX po6s-suplementacdo de
proteina do leite em mulheres na pds-menopausa (pré 57,5 £ 9,9 nmol/mmol Cr e p6s
47,3 + 8,3 nmol/mmol Cr) e sem diferenca no grupo placebo (pré 59,2 + 9,8
nmol/mmol Cr e pds 58,7 £ 8,3 nmol/mmol Cr). Considerando a diferenca entre os
valores, para um coeficiente de 95% e margem de erro de 5% e poder do teste de

80%, estimou-se tamanho amostral no minimo de 10 mulheres por grupo.

3.2 Selecdo da amostra

O grupo amostral foi constituido por mulheres participantes do Programa
“Alimentag¢do Saudavel e Exercicio Fisico na Promog¢do da Saude” (Mexa-se Pro-
Saude) do Centro de Metabolismo, Exercicio e Nutricdo (CeMENutri). As
participantes foram selecionadas respeitando-se 0s critérios de incluséo e excluséo.
Os critérios de inclusdo foram: idade igual ou superior a 50 anos; amenorreia maior
que doze meses; densidade mineral 6ssea normal (T-score > -1,0 DP) nos ultimos
doze meses; praticantes dos protocolos de exercicios fisicos por 10 semanas e
disponibilidade em participar do programa de forma voluntaria. Os critérios de
exclusdo foram: diagndstico de osteoporose; doengas neuroldgicas, osteoarticulares

ou musculo esqueléticas que impedissem a realizacdo do exercicio fisico; diabetes
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ndo controlada; doencas tireoidianas e da paratireoide; insuficiéncia renal; uso de
drogas que interferissem no metabolismo 0Osseo (estrogénio, testosterona,
bisfosfonatos, raloxifeno, calcitonina, fluorida, corticoide, calcio e vitamina D);
antecedentes de neoplasia maligna; praticantes de exercicios fisicos superior a 10
semanas e fratura 0ssea ocorrida nos Ultimos seis meses.

Apbs a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, as mulheres foram
convidadas a participar do projeto e orientadas a assinarem o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo I), de acordo com exigéncia da
resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Salde. Para a execucdo do projeto,
a pesquisadora contou com equipe que faz parte do projeto Mexa-se Pré-Saude, do
CeMENutri da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB)-Unesp, com a
participacdo de médicos, biomédicos, educadores fisicos e nutricionistas, coordenado

pelo Prof. Titular Roberto Carlos Burini.

3.3 Aprovacao ética e registro clinico

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMB-Unesp,
Plataforma Brasil, em 18 de dezembro de 2015 sob nimero do parecer 1.375.145 e
registro do CAAE 50835015.7.0000.5411 (Anexo Il). O estudo foi registrado e
aprovado pelo Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC) sob o nimero de

registro RBR-7KKD97.

3.4 Delineamento do estudo
Estudo prospectivo de intervencdo, randomizado e controlado. A intervencao

realizada foi a suplementagdo com a proteina do soro do leite (PSL). Desta forma,
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apos a selecdo pelos critérios, as participantes de forma voluntaria, praticantes de
exercicios fisicos regulares por protocolo de treinamento iniciados hd 10 semanas,
foram randomizadas em dois grupos: com suplementacdo da PSL (n=19,) ou sem
suplementacédo (n=19, controle) (Figura 1). A randomizacéo foi realizada por sorteio
com envelope lacrado e aberto pela participante. As avaliacdes foram realizadas no

inicio do protocolo, momento inicial (M1) e apds 20 semanas, momento final (M2).

64 mulheres
analisadas

26 mulheres excluidas
|- Critérios de ndo inclusio: 23
i - Recusa de participagdo: 03

38 mulheres
randomizadas

19 mulheres 19 mulheres
Com suplementagao Sem suplementacgao
3 d
: : ! 05 descontinuaram:
| 01 descontinuou por perda s @ | .
| i = o | i- Mudanga de cidade: 02
de seguimento na tomada @ =N A f o
do suplemento £ Sli- Desisténcia do exercicio fisico: 01
S “ |- Problemas de saide: 02
wy
18 mulheres 14 mulheres
analisadas analisadas

Figura 1- Fluxograma da randomizagéo dos grupos do estudo.

3.5 Protocolos de exercicio e suplementagéo

O protocolo de treinamento € pré-estabelecido pelo programa “Mexa-se Pro-
Saude”, realizado cinco dias na semana, no periodo da manhd e da tarde, com
orientacdo por profissional Educador Fisico, que acompanha e analisa a frequéncia
de participagdo das participantes.

A frequéncia de treinamento para o protocolo do estudo foi de trés vezes na
34



semana, em que a participante escolhia os dias da semana e o periodo para a realizacao
do treinamento, desde que sejam mantidos até a finalizacdo do projeto, contendo
exercicios aerobio e resistido. Todas as participantes foram submetidas a 10 minutos
de aquecimento geral associado com alongamentos; 30 minutos de caminhada
(monitorados por frequencimetro entre 60 a 80% da frequéncia cardiaca maxima); e
40 minutos de treinamento resistido (3 séries de 8 a 12 repeticdes, respeitando a
repeticdo maxima de 60 a 70% como consta no protocolo). Os exercicios foram
realizados em circuito, alternando membros inferiores e superiores, priorizando 0s
grupamentos musculares maiores e, posteriormente, 0s menores. Os exercicios
executados foram: leg press, cadeiras extensora e flexora, cadeiras adutora e
abdutora, panturrilha, supino, crucifixo, remada, puxada alta, rosca direta, triceps e
abdominais (prioritariamente o reto abdominal). A finalizacdo do treinamento
consistia de 10 minutos de alongamento.

A suplementacdo com a PSL, no protocolo de intervencdo, foi oferecida em
porcdes didrias do produto whey protein concentrado da marca MaxTitanium®,
(Supley Laboratério de Alimentos e Suplementos Nutricionais Ltda, Sdo Paulo,
Brasil). Em cada porgdo, foi separada a quantidade de 40g do produto, que
corresponde a 160 kcal, 25¢g de proteina, 2,3g de gorduras totais, 10g de carboidrato,
1,29 de alanina, 1,0g de arginina, 1,5 g de isoleucina, 2,49 de leucina, 2,1 g de lisina,
1,6 g de prolina, 1,0 de valina, entre outros componentes, segundo laudo
disponibilizado pela empresa (Anexo I1l) e tabela nutricional (Anexo V).

O fracionamento da suplementacdo foi pesado e dividido em sachés por
nutricionista responsavel e, posteriormente oferecido semanalmente as mulheres

participantes do estudo, com as orientacOes da ingestdo diaria: diluicdo em 300 mL
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de a4gua e consumo logo apos o término do treino, independentemente do horéario do
protocolo de treinamento fisico (Figura 2). Nos dias em que ndo houve treinamento,
as participantes foram orientadas a manterem a ingestao da suplementacao no mesmo
horério. A adesdo, tolerancia e quantificacdo das tomadas da suplementacdo foram

avaliadas semanalmente pela nutricionista responsavel.

Figura 2. Recipientes e sachés de por¢des diarias da suplementacdo da proteina do

soro do leite oferecidos as mulheres.

3.6 Protocolos Avaliados

3.6.1 Antropométrico
Foi realizada a avaliacdo antropométrica no M1 e no M2, a qual foram
aferidas medidas de peso corporal [P; em quilos (kg)] e estatura [E; em metros (m)],
posteriormente calculado o indice de Massa Corporal (IMC em kg/m?), medidas de
circunferéncia da cintura [CA; em (cm)] e aferido o diametro abdominal sagital

[DAS (cm)]. As medidas foram realizadas por Unico avaliador (Gollino L), seguido
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as orientacdes técnicas de refer6encias, da seguinte forma:

e Peso (Kg): pesagem em balanca antropométrica digital, do tipo plataforma com
precisdo de 0,01 kg. A avaliacdo foi realizada com a participante descal¢a e com
minimo de vestimentas.

e Estatura (m): medida por haste mével da balanca antropométrica com precisao de
0,5 cm, orientando a participante a manter-se em posicao ortostatica, com bracos ao
lado do corpo, mantendo os pés juntos e descalgos, cabeca orientada no plano de
Frankfurt e em inspiracdo profunda (Jellife, 1968).

e IMC (kg/m?): obtido por divisdo do peso corporal em kg pela estatura em metros.
As mulheres foram classificadas quanto ao estado nutricional pela idade (abaixo ou
acima de 60 anos) preconizado pelos principais érgdos de referéncias (OMS, 2000
e OPAS, 2002).

e CC (cm): foi aferida por fita inextensivel colocada ao redor da maior circunferéncia
entre a Gltima costela e a crista iliaca, mantendo-a justa, sem comprimir os tecidos.

e DAS (cm): aferido com caliper abdominal (Holtain Kahn Abdominal Caliper®) de
haste mével e subdivisdo de 0,1 cm. Foi medido com a paciente deitada em mesa
examinadora de superficie firme na posicéo supina. A medida foi tomada no ponto
umbilical (Aremellini et al., 1997)

Nos momentos inicial e final, a impedancia bioelétrica (BIA) foi utilizada para
medir a composicdo corporal (Biodinamics®, modelo 450 da TBW®, USA), com
avaliacdo de massa livre de gordura [MLD (kg)], massa magra [MM (%)] e massa
gorda [MG (%)]. Para a realizacdo do teste, todas as mulheres foram instruidas a

ingerir 2 litros de agua no dia anterior a avaliagdo corporal, ndo realizar exercicio
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fisico 24 horas antes, ndo ingerir cafeina e bebida alcoolica 12h antes, estar em jejum
de no minimo 4 horas e esvaziar a bexiga.

A partir dos valores fornecidos pela BIA, foram empregadas equacdes para o
calculo da massa livre de gordura (MLG), massa magra (MM) e porcentagem de
gordura corporal (Janssen, 2002). Para o calculo do indice de massa muscular (IMM),
utilizou-se a seguinte equacdo: IMM (kg/m?) = MM (kg)/Estatura?(m), sendo

considerado normal, IMM > 6,75 kg/m? (Janssen et al, 2004).

3.6.2 Consumo alimentar

As participantes foram avaliadas quanto ao consumo nutricional habitual por
trés recordatorios de 24 horas (Fisberg et al., 2009), em dias ndo consecutivos, sendo
dois realizados durante a semana e um no final de semana, anterior a avaliacdo dos
momentos (M1 e M2), com periodo de washout de uma semana. Os recordatérios
foram coletados por entrevista com nutricionista treinada, respeitando a metodologia
dos cinco passos da Automated Multiple Pass Method (Blantonet al, 2006). Estes
foram posteriormente quantificados por meio do programa Nutrition Data System for
Research Grad-Pack Software (desenvolvido pelo Nutrition Coordinating (NCC),
University of Minnesota, Mineapolis, EUA) usado pelo Departamento de Agricultura

dos Estados Unidos [30,31].

3.6.3 Laboratoriais
Amostras sanguineas foram colhidas nos dois momentos (M1 e M2), pela
manhd, ap6s 12 horas de jejum, no laboratério do CeMENutri por profissional

biomédico. A coleta foi realizada por meio de pun¢do venosa, em sistema fechado a
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vacuo (Vacutainer ®, England), sendo obtidos 20 ml de sangue, diretamente em um
tubo seco (10 ml) com gel separador de soro e um tubo heparinizado com EDTA (10
ml) para obtencgéo de plasma. Ao final de cada coleta, foram centrifugadas por 10 min
(4.000 rpm). Dois tubos com o soro obtido seguiram para dosagens bioquimicas
imediatas e outro tubo com soro foi congelado a -80°C até a dosagem do marcador
de reabsorcdo 0ssea, 0 s-CTX. Todas as avaliacdes bioquimicas foram realizadas
pelo Laboratério de Analises Clinicas da FMB-Unesp.

Para avaliacdo do estado de saude das mulheres foi realizada dosagem de
horménio foliculo estimulante (FSH), proteinas totais (PTN totais), transaminase
glutdmico-oxalacética (TGO), transaminase glutdmico-pirivica (TGP), horménio
tireoestimulante (TSH), paratormdnio (PTH) e calcio total, albumina, creatinina, e
glicose. Foram avaliados fosfatase alcalina (FA) e s-CTX como parametros
relacionados a salde 6ssea.

Para dosagem de célcio, creatinina e FA foi empregado o método da quimica
seca com equipamento de automatizacio, modelo Vitros 5.1/FS® (Johnson-
Johnson®, Rochester, NY, USA), sendo o intervalo de referéncia considerado como
valores normais para célcio de 8,4-10,2mg/dL, creatinina de 0,7 a 1,2 mg/dL e FA de
36-126U/L. A dosagem de PTH e TSH foi realizada pelo método da
quimioluminescéncia, automacdo em imunoensaio modelo Immullite 2000® (SPi
systems, marca Siemens®, CA, USA) com o intervalo de referéncia considerado
como valores normais de 11 a 65 pg/mL para PTH, e de 0,49 a 4,67 mlU/mL para o
TSH.

O s-CTX foi empregado como marcador de reabsor¢édo dssea e analisado por
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metodologia Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay (ELISA) da marca
Elabscience® que utiliza método sanduiche e possui especificidade de reconhecer o
CTX humano natural e algum recombinante. A especificidade do teste é garantida
pelo uso de dois anticorpos monoclonais, que reconhecem de forma linear os
octapeptideos B-8AA. Portanto a metodologia empregada quantifica a forma beta do
acido aspartico do telopeptideos C-Terminais (B-CTX). A sensibilidade do método é

de 0,10 ng/mL, com faixa de deteccdo de 0,16-10 ng/mL e coeficiente de variacao

0,63—ngiml—{Garnero—et—al—2008). As analises do marcador foi realizada no

laboratdrio da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Unesp de Botucatu.

3.7 Andlise estatistica

O método de analise estatistica utilizado foi per protocol. A partir dos dados
foram construidas tabelas das variaveis clinicas e dos parametros avaliados. As
varidveis foram analisadas quanto a normalidade de distribuicdo pelo Teste de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo Teste de Levene. Para analise dos dados foi
calculado média e desvio-padrédo para variaveis quantitativas. Para comparacéo entre
0s grupos em relagdo as caracteristicas iniciais foi empregado o Teste t-student
(variaveis quantitativas) ou distribuicdo Gama (varidveis quantitativas assimétricas).
Na comparagdo entre 0s momentos (inicial e final) e entre os grupos utilizou-se o
delineamento em medidas repetidas no tempo (ANOVA), seguido do teste de
comparagao multipla de Tukey ajustado para interacéo entre grupo x momento. Para

as variaveis assimétricas foi empregado o mesmo delineamento em medidas repetidas
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através da distribuicdo Gama seguido do teste de comparacdo multipla de Wald. Em
todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5% ou o P-valor correspondente.
As analises foram realizadas utilizando-se o programa Statistical Analyses System
(SAS), versdo 9.4, com a colaboracao do Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da
Faculdade de Medicina de Botucatu, que prestou atendimento metodoldgico e

conduziu os procedimentos estatisticos.
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4. RESULTADOS

4.1 Artigo Original

A suplementacéo da proteina do soro do leite ndo influencia em em marcador

de reabsorgdo 6ssea s-CTX de mulheres na p6s-menopausa e praticantes de

exercicio fisico

Effect of whey protein supplementation and resistance training on bone remodeling

in postmenopausal women

Gollino L, Mendes AL, Burini RC, Nahas EAP
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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo da proteina do soro do leite (PSL) sobre
a reabsorcéo 6ssea, em mulheres na pds-menopausa praticantes de exercicio fisico.
Metodos: Estudo prospectivo de intervencdo controlado, com 38 mulheres na pos-
menopausa, com idade entre 50-70 anos, randomizadas em dois grupos: intervengao
com PSL (25 g de proteina, n=19) ou controle (n=19). Os exercicios foram realizados
trés vezes por semana com treinamento aerdbio e resistido. O tempo de seguimento
foi de 20 semanas, com avaliacbes nos momentos iniciais e finais. As participantes
foram avaliadas quanto a antropometria, ao consumo alimentar por meio do
recordatorio de 24 horas, variaveis bioquimicos e hormonais e pelo marcador de
reabsorcdo Ossea, 0 s-CTX (serum C-terminal cross-linked telopeptides of type |
collagen).

Resultados: Foram avaliadas 18 mulheres no grupo suplementado e 14 no grupo
controle, com média de idade de 5946 anos. Quanto aos parametros antropométricos
e laboratoriais, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. O
grupo controle apds 20 semanas apresentou maior consumo de energia, carboidratos,
gorduras totais e fibras, e no suplementado foi observado maior consumo de energia,
carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e aminoacidos entre 0s momentos. A
média dos valores de s-CTX foram de 3.3x2.4ng/mL e 2.8+2.4ng/mL no
suplementado (p=0.311) e de 2.4+2.3ng/mL e 1.6+1.5ng/mL no controle (p=0.016),
nos momentos inicial e final, respectivamente.

Conclusdo: Em mulheres na pds-menopausa praticantes de exercicio fisico, a

associacao da suplementacdo de proteina do soro do leite ndo apresentou efeito na
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reabsorcdo dssea no protocolo de 20 semanas. Registro Brasileiro de Ensaios

Clinicos: RBR-7TKKD97

Palavras Chave: Suplementacao nutricional; Proteina do soro do leite; Marcador de

reabsorcdo 6ssea; Menopausa; Exercicio Fisico.

Abstract

Objective: To evaluate the effect of whey protein supplementation (WPS) on bone
resorption in postmenopausal women practicing physical exercise.

Methods: We conducted a prospective, controlled study with 38 postmenopausal
women aged 50 to 70 years, randomized into two groups: with PSL intervention (259
of protein, n = 19) or without PSL (n = 19, control). The exercises were performed
three times a week with aerobic and resistance training. Follow-up time was 20
weeks, with assessments at the start and end times. The participants were evaluated
for anthropometry, food consumption through the 24-hour recall, laboratory
parameters (biochemical and hormonal) and the bone resorption marker s-CTX
(serum C-terminal cross-linked telopeptides of type I collagen).

Results: We evaluated 18 women in the supplemented group and 14 in the control
group, mean age 59+6 years. Regarding the anthropometric and laboratory
parameters, no significant differences were observed between groups. In the
comparison between the moments, the control group presented after 20 weeks, higher
energy consumption, carbohydrates, total fats and fibers. In the supplemented group

was observed greater consumption of energy, carbohydrates, proteins, fats, minerals
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and amino acids between moments. The mean values of CTX were 3.3 = 2.4ng/mL
and 2.8 + 2.4ng/mL in the supplementation group (p = 0.311) and 2.4 + 2.3ng/mL
and 1.6 = 1.5ng/mL in the control (p = 0.016), in the initial and final moments,
respectively.

Conclusion: In postmenopausal women practicing physical exercise, the association
of whey protein supplementation did not present repercussion on bone resorption in

the 20-week protocol.

Keywords: Nutritional supplementation; Whey protein; Bone resorption marker;

Menopause; Physical exercise.
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Introducéo

Nos primeiros anos de pds-menopausa, em resposta ao hipoestrogenismo,
ocorre aumento na reabsorcdo 0ssea, iniciando o processo de perda da massa 0ssea
[1]. Esta inicia-se 2 a 3 anos antes da Gltima menstruagdo, e mantém-se por 4 a 5 anos
apo6s a menopausa e com perda de aproximademnte 2% de massa 6ssea ao ano [2].
Evidéncias sugerem que a remodelacdo 6ssea acelerada - avaliada pelos marcadores
bioquimicos de reabsorcdo e formacdo Gssea - aumenta o risco de osteoporose em
mulheres na pds-menopausa [1].

Nesse processo, a proteina dietética € essencial para a formagéo e manutencéo
estrutural do 0sso, pois 0 organismo é incapaz de reutilizar os aminoécidos para a
sintese de colageno apds a remodelagdo 6ssea [3]. No passado, 0 consumo excessivo
de proteinas foi considerado prejudicial a satde 6ssea por induzir acidose metabdlica
cronica, o que poderia levar a hipercalciuria e a dissolugdo mineral acelerada [4]. No
entanto, estudos controlados mostraram que uma dieta rica em proteinas ndo tem
efeitos adversos na retencdo de célcio e no metabolismo ésseo [5,6]. Uma revisdo
sistematica mostrou que, em estudos transversais com individuos idosos, a ingestéo
de proteina correlacionou-se positivamente com a densidade mineral 6ssea (DMO) e
poderia explicar 1% a 2% da variacao na densidade [7].

A ingestdo adequada de proteinas pode beneficiar o esqueleto dos idosos,
fornecendo aminoéacidos e aumentando a absor¢éo de calcio [8,9]. A proteina do soro
do leite (PSL) é classificada como uma das proteinas de melhor qualidade, devido a
digestibilidade rapida e pelo conteddo em aminoacidos com alto teor essencial,
principalmente os aminoacidos de cadeia ramificada, como a leucina [10].
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As mulheres na pds-menopausa podem ser beneficiadas com programas de
exercicios que possuem efeitos positivos na forca e massa muscular e na satde 6ssea
[13,14,15]. O exercicio fisico, em relacdo ao metabolismo 6sseo, deve ser capaz de
produzir o efeito piezoelétrico, que € a deformacao ou sobrecarga 6ssea causada pela
forca de compresséo, tensdo ou tor¢do que estimula a atividade celular e promove a
deposicdo de minerais nos pontos de estresse [16]. Assim, as interligacdes positivas
entre o tecido muscular e 0sseo na pratica do exercicio podem influenciar a
remodelacdo 6ssea a partir da contracdo gerada pelo musculo [17,18]. O marcador
sérico de remodelacdo 6ssea C-telopeptide of Type I Collagen (CTX) pode ser
empregado na pratica clinica, para monitorar o efeito do exercicio fisico na
remodelacdo 6ssea [13,19,20].

Para mulheres na pés-menopausa a European Society for Clinical and
Economic Aspects of Osteoporosis and Osteoarthritis (ESCEO) recomenda a
ingestdo de, pelo menos, 20 a 25g de proteina de alta qualidade em cada refeicdo
principal, combinado com a prética regular de exercicios fisicos de, no minimo, trés
vezes na semana [21]. Mulheres na pds-menopausa poderiam ter beneficios na
prevencdo da perda 6ssea e na melhora da DMO quando suplementada com PSL [22].
A suplementacdo com PSL é conhecida principalmente por aumentar a forga e a
massa muscular durante e apOs os protocolos de treinamento resistido [11,12].
Recente estudo in vivo demonstrou que a PSL, especialmente sua fragcdo proteica
bésica, contém varios componentes capazes de promover a formagéo d6ssea e inibir a
reabsorcao 6ssea [23]. Entretanto, poucos estudos clinicos de intervencdo avaliaram
a saude Ossea com a suplementacdo proteica em mulheres na pos-menopausa

[8,22,24]. Baseados nesses dados e diante da escassez de ensaios clinicos, o objetivo
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do estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com a PSL na reabsor¢do 0ssea, em

mulheres na pds-menopausa ja praticantes de exercicio fisico.

Métodos

Desenho do estudo e selecdo da amostra

Foi realizado um estudo prospectivo, randomizado e controlado. O grupo
amostral foi constituido de mulheres participantes do Programa Mexa-se Pro-Saude
do Centro de Metabolismo, Exercicio e Nutricdo (CeMENutri). O calculo do tamanho
amostral foi embasado no estudo de Aoe et al. (2005) que observaram reducdo
significativa nos valores de cross-linked N-telopeptides of type-l collagen (NTX),
pos-suplementacao de proteina do leite em mulheres na pds-menopausa (pré 57,5 +
9,9 nmol/mmol Cr e p6s 47,3 £ 8,3 nmol/mmol Cr) e sem diferenca no grupo placebo
(pré 59,2 + 9,8 nmol/mmol Cr e p6s 58,7 + 8,3 nmol/mmol Cr) [22]. Considerando a
diferenca entre os valores, para um coeficiente de 95% e margem de erro de 5% e
poder do teste de 80%, estimou-se tamanho amostral de, no minimo, 10 mulheres por
grupo.

Foram incluidas mulheres com idade superior a 50 anos, amenorreia superior
a um ano, densidade mineral 6ssea normal (T-score > -1,0 DP) nos altimos doze
meses, praticantes dos protocolos de exercicios fisicos por protocolo de 10 semanas
prévias e que aceitaram participar do estudo. Os critérios de exclusdo foram: doengas
neuroldgicas, osteoarticulares ou masculo esqueléticas; fratura dssea ocorrida nos
ultimos seis meses; cancer; diabetes ndo controlado; doencas tireoidianas e da

paratireoide; insuficiéncia renal e uso de drogas que interfiram no metabolismo 6sseo
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(estrogénio, testosterona, bisfosfonatos, raloxifeno, calcitonina, fluorida, corticoide,
calcio e vitamina D). Todas as participantes do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. O estudo foi registrado
no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos sob o nimero de registro RBR-7KKD97
e desenvolvido de acordo com o Consolidated Standards of Reporting Trials

(CONSORT) 2010.

Protocolo de suplementacao

Apbs a selecdo pelos critérios, as 38 participantes de forma voluntéria,
praticantes de exercicios fisicos regulares por protocolo de treinamento iniciados ha
10 semanas, foram randomizadas, por sorteio com envelope lacrado e aberto pela
participante, em dois grupos: com suplementacdo da proteina do soro do leite (PSL,
n=19) ou sem PSL (n=19, controle) (Figura 1). As participantes do grupo
suplementado foram orientadas a ingestéo de por¢6es diarias do produto whey protein
(WP) concentrado da marca MaxTitanium® (Supley Laboratorio®, SP, Brasil). As
porcGes foram fracionadas, por nutricionista, em sachés com 40g do produto, que
correspondia a 160 kcal, 25¢g de proteina, 2,3g de gorduras totais, 10g de carboidrato,
1,29 de alanina, 1,0g de arginina, 1,5 g de isoleucina, 2,49 de leucina, 2,1 g de lisina,
1,6 g de prolina, 1,0 de valina, entre outros componentes, segundo a tabela nutricional
disponibilizada pela empresa. As mulheres foram orientadas a diluir a por¢do da
suplementacdo em 300 mL de &gua e ingerir diariamente, respeitando o horério apds
a pratica de exercicio fisico e 0 consumo proteico apos o treinamento [21]. Nos dias

que ndo houve treinamento, as mulheres foram orientadas a ingestdo da PSL nos
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mesmos horarios dos dias exercitados. A adesdo da suplementacéo foi controlada por
devolucéo dos sachés vazios a cada semana, assim elas retiravam novas porgdes para
serem ingeridas nos dias subsequentes. As avaliacdes foram realizadas no inicio do
protocolo (momento inicial) e apds decorridas 20 semanas de acompanhamento

(momento final).

64 mulheres
analisadas

26 mulheres excluidas
|- Critérios de ndo inclusio: 23
i - Recusa de participagdo: 03

38 mulheres
randomizadas

19 mulheres 19 mulheres
Com suplementagao Sem suplementagao
o
: : 3 05 descontinuaram:
i 01 descontinuou por perda g o | .
: . = o | - Mudanga de cidade: 02
de seguimento na tomada o s Al .
do suplemento £ Sli- Desisténcia do exercicio fisico: 01
S “ |- Problemas de satde: 02
73]
18 mulheres 14 mulheres
analisadas analisadas

Figura 1- Fluxograma da randomizagéo dos grupos do estudo.

Protocolo de exercicio fisico

O protocolo de exercicio fisico com treinamento aerdbio e resistido foi
realizado trés vezes na semana acompanhado por profissional Educador Fisico,
definido por 10 minutos de aquecimento geral associado com alongamentos, 30
minutos de caminhada, 40 minutos de treinamento resistido (3 séries de 8 a 12
repeticOes, respeitando a carga de 60 a 70% da repeticdo maxima) e finalizagcdo com

10 minutos de alongamento final. O treinamento de exercicios resistidos foram
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realizados em circuito, alternando membros inferiores e superiores, priorizando 0s

grupamentos musculares maiores e, posteriormente, 0S menores.

Avaliacdes das variaveis antropométricos, dietéticos e laboratoriais

Todas as avaliac6es foram realizadas no momento inicial (M1) e final com 20
semanas de intervencdo (M2). Foram obtidos para avaliacdo antropométrica: peso
corporal, estatura, e posterior célculo do indice de Massa Corporal (IMC),
circunferéncia da cintura (CC) e diametro abdominal sagital (DAS). A composicao
corporal foi analisada por meio de bioimpedéancia elétrica (Biodynamics 450 da
TBW®) para avaliacdo de massa livre de gordura (MLD), massa gorda (MG) e massa
magra (MM), calculada por equacdo proposta por Janssen (2002), do calculo da taxa
metabolica basal (TMB) por férmula de Harris e Benedict (1918) e do indice de
massa muscular (IMM) proposto por Janssen e cols (2004) [25,26,27].

O consumo alimentar foi avaliado por trés recordatorios de 24h [28], em dias
ndo consecutivos, sendo dois realizados durante a semana e um no final de semana,
anterior a avaliacdo dos dois momentos. Os recordatorios foram coletados por
entrevista realizado por Unica nutricionista treinada, respeitando a metodologia dos
cinco passos do Automated Multiple Pass Method [29]. Estes foram posteriormente
quantificados por meio do programa Nutrition Data System for Research Grad-Pack
Software (NCC, University of Minnesota, MN, USA), usado pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos [30,31].

. As participantes foram orientadas a manter a dieta habitual.
As amostras sanguineas foram coletadas pela manhd, apds 12 horas de jejum

e foram analisados os seguintes parametros: glicose, calcio, proteinas totais (PTN
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totais), albumina, creatinina, transaminases (TGO e TGP), hormonio tireoestimulante
(TSH), horménio foliculo estimulante (FSH), paratorménio (PTH) e fosfatase
alcalina (FA). Os exames laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Analises
Clinicas da FMB-UNESP. As dosagens de glicose, célcio, FA, creatinina, PTN totais
e fracbes foram realizadas por metodologia colorimétrica de quimica seca com
equipamento de automatizagdo, modelo Vitros 5.1/FS® (Johnson-Johnson®,
Rochester, NY, USA). O PTH e o TSH foram dosados pelo método da
quimioluminescéncia, automacdo em imunoensaio modelo Immullite 2000® (SPi
systems, marca Siemens®, CA, USA).

O CTX sérico (s-CTX) (Cross Linked C-telopeptide of Type I Collagen)
empregado como marcador de reabsorcdo dssea foi analisado por
metodologia Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay (ELISA) da marca
Elabscience® que utiliza método sanduiche e possui especificidade de reconhecer o
CTX humano natural e algum recombinante. A especificidade do teste é garantida
pelo uso de dois anticorpos monoclonais, que reconhecem de forma linear os
octapeptideos B-8AA, quantificando a forma beta do &cido aspartico do telopeptideos
C-Terminais. A sensibilidade do método ¢ de 0,10 ng/mL, com faixa de detecgéo de
0,16-10 ng/mL e coeficiente de variacdo <10%. Para as analises do marcador foi
contado com o apoio do laboratorio da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX)

da Unesp de Botucatu.

Analise estatistica

O método de andlise estatistica utilizado foi per protocol. As variaveis foram
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analisadas quanto a normalidade de distribuicdo pelo Teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade pelo Teste de Levene. Para analise dos dados foi calculada média e
desvio-padrdo para variaveis quantitativas. Para comparacdo entre 0s grupos em
relacdo as caracteristicas iniciais foi empregado o Teste t-student (varidveis
quantitativas) ou distribuicdo Gama (varidveis quantitativas assimétricas). Na
comparacdo entre os momentos (basal e 20 semanas) e entre 0s grupos utilizou-se o
delineamento em medidas repetidas no tempo (ANOVA), seguido do teste de
comparacdo multipla de Tukey ajustado para interacdo entre grupo X momento. Para
as variaveis assimétricas foi empregado o mesmo delineamento em medidas repetidas
através da distribuicdo Gama seguido do teste de comparacdo multipla de Wald. Em
todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5% ou o P-valor correspondente.
As analises foram realizadas utilizando-se o programa Statistical Analyses System

(SAS), verséo 9.4.

Resultados

Das 38 mulheres avaliadas, 6 descontinuaram o estudo antes de 20 semanas.
No grupo suplementado, uma participante descontinuou o estudo por abandono ao
protocolo (falha na tomada da suplementacao). No grupo controle, cinco participantes
descontinuaram: duas por mudanca de cidade, uma desistiu da atividade fisica e duas
por problemas osteoarticulares com abandono ao exercicio fisico (Figura 1). N&o foi
observado evento adverso com a suplementacao durante o estudo.

A comparagdo das caracteristicas clinicas, antropométricas e laboratoriais

iniciais das mulheres submetidas a suplementagdo com PSL (n=18) e ndo
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suplementadas (controle, n=14) estd apresentada na Tabela 1. Observa-se que 0s
grupos foram homogéneos para as todas as variaveis avaliadas (p>0,05). A média de
idade foi de 57 anos para o grupo suplementacéo e de 61 anos para 0 grupo controle,
com tempo de menopausa superior a 8 anos para ambos 0s grupos. A classificacdo do
IMC, pelos valores médios, indicou sobrepeso para mulheres abaixo de 60 anos e
peso normal para aquelas acima de 60 anos, em ambos 0s grupos, e com deposi¢ao
central de gordura (CC > 88 cm), para ambos 0S grupos.

A Tabela 2 demonstra a comparacdo das caracteristicas antropométricas e
laboratoriais entre grupos e momentos. Na avaliacdo final, ndo foram observadas
variacdes significativas nas medidas antropométricas em ambos os grupos (p>0.05).
Né&o foi observado variagdes na porcentagem de massa gorda ou massa magra e no
indice de massa muscular em ambos os grupos (Tabela 2).

A comparacdo entre os nutrientes analisados pelo consumo alimentar, entre
0S grupos e 0s momentos encontra-se na Tabela 3. No momento inicial foi observado
que o grupo controle apresentava maior consumo de proteinas totais, fdsforo,
magnésio e aminoacidos (isoleucina, leucina, valina e glutamina) em comparagdo ao
grupo suplementacdo. Na comparacao entre os momentos (inicial em final), o grupo
controle apresentou aumento no consumo de energia, carboidratos, gorduras totais e
fibras. E no grupo suplementado foi observado maior consumo de energia,
carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e aminoacidos no final do estudo (Tabela
3).

Na analise do marcador de reabsorgdo 6ssea s-CTX foi observado reducéo
significativa entre os momentos inicial e final apenas no grupo controle, a média dos

valores foi de 2.4+2.3ng/mL e 1.6£1.5ng/mL no controle (p=0.016). No grupo
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suplementado ndo foi observada variacao significativa entre 0s momentos e a média
foi de 3.3+2.4ng/mL e 2.8+2.4ng/mL (p=0.311). Na comparacdo entre grupos,

também ndo houve diferenca significativa no momento final (p=0.113) (Figura 4).
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Tabela 1. Comparacdo das caracteristicas clinicas, antropométricas e laboratoriais
iniciais entre mulheres na po6s-menopausa submetidas a suplementagdo com proteina

isolada do leite (n=18) e ndo suplementadas (controle, n=14).

Parametros Controle Suplementacdo  Valor de p*
Idade (anos) 61.3+5.3 57.2+6.4 0.057
Tempo Menopausa (anos) 10.0 £ 8.6 83£55 0.498
Peso (kg) 71.2+7.87 72.8+12 0.994
IMC (kg/m?) 29.4 £3.31 28.8+3.92 0.966
Circunferéncia da Cintura (cm) 95.9+9.21 97.2+10.9 0.723
DAS (cm) 21.8+25 216+2.4 0.786
Massa Livre de Gordura (kg) 37.4+11.4 41.7+43 0.137
Massa Magra (%) 24.6 +2.78 25.6 £ 3,51 0.404
Massa Gorda (%) 41.3+£6.2 39.9+7.13 0.541
IMM (mmkg/m?) 73+0.8 7.52+0.85 0.434
TSH (UIU/mL) 21+15 274+1.2 0.454
FSH (mUI/mL) 66.9 + 39 59.4 £ 25 0.498
Proteinas totais (g/dL) 7.2+0.6 7.33+0.4 0.512
Albumina (g/dL) 416+0.2 42+0.2 0.941
Calcio (mg/dL) 9.43+05 9.4+04 0.651
Creatinina (mg/dL) 0.74£0.2 0.7+£0.1 0.890
TGO (mg/dL) 31.4+9.7 29.5+19 0.748
TGP (mg/dL) 29.1+12 43.1+49 0.320
Glicose (mg/dL) 95.0+8.8 94.1+12 0.806
Paratorménio (pg/mL) 30.0+14 32.0x 16 0.715
Fosfatase alcalina (U/L) 83.3x17 73.8+13 0.095
s-CTX (ng/mL) 2.4+2.3 3.3+2.4 0.113

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. DAS, didmetro abdominal sagital; FSH,
horménio foliculo estimulante; IMC, indice de massa corporal; IMM, indice de massa
muscular; TGO, transaminase glutdmico-oxalacética; TGP, transaminase glutamico-
piravica; TSH, horménio tireoestimulante.

*Diferenca significativa se P<0,05 (Teste t-Student ou Teste de Distribuicdo Gama).

56



Tabela 2. Comparacdo dos parametros antropométricos e laboratoriais entre as

mulheres na pos-menopausa submetidas a suplementacdo com proteina isolada do

leite (n=18) e ndo suplementadas (controle, n=14), nos momentos, basal (M1) e em

20 semanas de intervencao (M2).

Controle Suplementagéo Valor
Parametros de p*
M1 M2 M1 M2

IMC (kg/m?) 29.4+33 287+307 288+392 285+352 0.812
CC (cm) 959+9.2 96.3+10.6 97.2+109 953%95 0.657
DAS (cm) 21.8+25 213+23 216+245 224+39 0.361
MLG (kg) 374+114 369+113 41.7+43 413+41 00981
Massa Magra (%) 246+ 2.8 244+29 256+35 255+32 0.874
Massa Gorda (%) 413+6.2 414+6.08 399%+7.1 399+6.8 0.987
IMM (mmkg/m?) 7.3+0.8 71+08 75+085 75+08 0.771
Proteinas totais (g/dL) 7.2+0.6 75104 7304 74+04  0.283
Albumina (g/dL) 41+0.2 41+0.2 42+0.2 42+0.2 0814
Célcio (mg/dL) 9.4+05 9.3+04 9.4+04 9.3+0.3 0.969
Magnésio (mg/dL) 1.98+0.1 21+0.1 20+0.2 21+01 0525
Creatinina (mg/dL) 0.7+0.2 08+0.2 0.7+£0.1 0.7+0.1 0.643
TGO (mg/dL) 31.4+97 269+9.3 295+19 336+23 0324
TGP (mg/dL) 29.1+12 355+12 43.1+49 56.3+55 0.738
Glicose (mg/dL) 95.0+8.8 90.4+£9.0 94.1+12 934+10 0.441
Paratorménio (pg/mL) 30.0+14 31.1+13 320x16 37.0x17 0.607
Fosfatase Alcalina (U/L)  83.3+17 774+21 73.8%13 68.9+12 0.896

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. CC: circunferéncia da cintura; DAS: diametro
abdominal sagital; FSH: horménio foliculo estimulante; IMC: indice de massa corporal; IMM:
indice de massa muscular; MLG: massa livre de gordura; TGO: transaminase glutdmico-
oxalacética; TGP: transaminase glutdmico-piravica; TMB: taxa metabolica basal;
*Diferenca significativa se P<0,05 (ANOVA em medidas repetidas seguido do teste de Tukey).
Letras minGsculas (a-b) indica diferenca significante entre momentos.
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Tabela 3. Comparacdo dos nutrientes avaliados pelo consumo alimentar entre as

mulheres na p6s-menopausa submetidas a suplementacdo com proteina isolada do

leite (n=18) e ndo suplementadas (controle, n=14), nos momentos, basal (M1) e ap6s

20 semanas de intervencao (M2).

Controle Suplementacéo Valor
Parametros

M1 M2 M1 M2 de p*
Energia (kcal) 1494 +360° 1979+781° 1387 +320°? 2328 +1134° 0.104
C. total (9) 192 +49.2@  260+118.9° 178 £49.22 260 +99.6° 0.522
P. total (g) 93.8+346" 80.5+182% 685+227F" 122 +48.8%  <.001
G. totais (9) 48.0+175% 722+403° 46.0+18.12 88.3+59.3° 0.339
Fibras totais (g) 18.8+492% 243+102° 16.0+7.4 20074 0.934
Célcio (mg) 638 + 245 657 + 2654 508 + 2482 934 +238°  0.009
Fosforo (mg) 1347 + 664~  1129+330  852+242% 1216 +498°  0.011
Magnésio (mg) 354 +304 A 306 + 103 210+ 66.3% 278 £91.3>  0.001
Isoleucine (@) 40+1544 35+094 3.0+1.12%® 5.8+22"  0.001
Leucine (g) 7.0£264 6.2+154 52+19% 9.8+3.7"  0.001
Valine (g) 457+1.69%  4.03+0.92° 34+12% 5.8+23"  0.001

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. C: carboidrato; G: gorduras; P: proteinas; Vit:

vitamina. *Diferenga significativa se P<0,05 (ANOVA em medidas repetidas seguido do
teste de Tukey e distribuicdo GAMMA).

Letras minusculas (a-b) indica diferenca significante entre momentos e Letras maidsculas (A-

B) diferenca significante entre os grupos.
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s-CTX (ng/mL)

MO M2 Momentons

Controle W Suplementacdo

Figura 4: Comparacdo dos valores séricos do marcador de reabsorcdo 6ssea (s-
CTX) entre as mulheres na pds-menopausa submetidas a suplementacdo com
proteina isolada do leite (n=18) e ndo suplementadas (controle, n=14) nos
momentos, basal (M1) e apds 20 semanas de intervencdo (M2) (valores médios +
desvio padrao).
*Diferenca significativa se P<0,05 (ANOVA em medidas repetidas seguido do teste de
Tukey).
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Discussao

O presente estudo de intervencdo com objetivo de avaliar o efeito da
suplementacdo da PSL em mulheres na pds-menopausa submetidas a exercicios
fisicos ndo apresentou efeito na reabsorgdo dssea no protocolo de 20 semanas. No
grupo suplementado ndo foi observada variagdo significativa entre 0s momentos no
valor médio do marcador de reabsorcdo Ossea. O s-CTX € liberado através da
degradacédo proteolitica do colageno tipo | mediada pela catepsina K da cadeia-ol
durante a reabsorcdo Ossea [33]. Possui associacdo inversamente proporcional ao
exame radiologico por DMO, valores moderados a altos desse marcador representa
baixa densidade dssea [19,20]. Até o momento ndo foi encontrado pesquisa que
avaliou o efeito da suplementacdo da PTN sobre o s-CTX em populacéo especifica
de mulheres na p6s-menopausa que permite a comparacdo com o0s resultados deste
estudo.

Na literatura existem muitos dados sobre os efeitos da suplementacéo da PSL
na massa muscular [10,11,12], entretanto poucos estudos avaliam o impacto da
suplementacdo proteica sobre a massa 0ssea em mulheres na pos-menopausa
[8,22,24]. A proteina dietética e seus aminoacidos servem como componentes
funcionais para a estrutura corporal total, regulacéo e locomocao. Estruturalmente, as
proteinas representam 20 a 25% da massa 0ssea total das quais, as fibras de colageno
tipo 1 constituem a maioria [3]. A ingestdo de proteina abaixo das recomendacdes
nutricionais de 0,8g/kg/dia, diminui a massa 0ssea e aumenta o risco de osteoporose,
particularmente em populacGes mais velhas [34,35]. Alguns estudos epidemiologicos

com idosos de ambos 0s sexos mostraram que consumo habitual de proteina
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relativamente alto estava associado a reducdo da perda de massa dssea [36,37] e
reducdo do risco de fratura [38].

Estudos in vivo demonstraram que a PSL, especialmente sua fracdo proteica
béasica, podem promover a formacao 6ssea e/ou inibir a reabsor¢do 6ssea resultando
em aumento da massa 6ssea em animais [23,39,40,41], entretanto, os resultados em
ensaios clinicos apresentaram resultados variaveis sobre a massa 6ssea. Aoe e cols
(2005) avaliaram a suplementacdo da proteina do leite (40 mg por dia) sobre o
metabolismo 6sseo em 27 mulheres na p6s-menopausa, 50 anos de idade em média,
comparado ao placebo durante 6 meses. A taxa média de ganho de DMO lombar no
grupo suplementado (1,21%) foi significativamente maior do que no grupo placebo
(0,66%). Quando comparado ao grupo placebo, o NTX diminuiu no grupo de proteina
do leite aos 6 meses, mas ndo houve diferenca na osteocalcina sérica entre 0s dois
grupos. Estes resultados sugerem que a suplementacdo de proteina do leite foi eficaz
na prevencdo da perda éssea, em mulheres na menopausa, € que esta melhora na
DMO pode ser primariamente mediada pela inibicao da reabsorcao dssea [22].

Por outro lado, em mulheres na p6s-menopausa, Zhu e cols (2011) realizaram
estudo de dois anos de intervengdo em 196 mulheres com idades entre 70 e 80 anos,
randomizadas para uma bebida rica em proteinas contendo 30 g de PSL, ou uma
bebida placebo, contendo 2,1 g de proteina, ambas forneceram 600 mg de calcio. O
consumo médio inicial de proteinas foi de 1,1 g/kg de peso corporal por dia. Houve
reducdo significativa na DMO lombar ao longo de dois anos sem diferengas entre 0s
grupos. A DMO de colo femoral permaneceu inalterada em ambos 0s grupos ao longo
do tempo. Os autores concluiram que em mulheres saudaveis, a suplementacéo de 30

g de proteina do leite ndo apresentou efeitos benéficos ou deletérios sobre a massa
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0Ossea [8].

Kerstetter e cols (2015) investigaram o impacto de dieta proteica sobre a DMO
em 208 idosos (70 anos em média) randomizados a suplementacdo com PSL de 45 g
ou grupo controle com maltodextrina isocalorica em uma dieta habitual por 18 meses.
O consumo inicial de proteina referido foi entre 0,6 e 1,0 g/kg. Ao final da intervencéo
ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto as alteracdes na DMO. Foi observado
aumento significativo nos valores de PLNP e s-CTX apenas no grupo PSL. A massa
magra troncular foi maior no grupo PSL aos 18 meses. Os autores concluiram que a
suplementacdo PSL em homens e mulheres idosos com ingestdo adequada de proteina
dietética pode preservar a massa livre de gordura sem afetar negativamente a salde
esquelética ou a funcdo renal em idosos saudaveis [24].

O treinamento resistido e a ingestdo proteica sdo estratégias nao
farmacoldgicas que podem reverter ou atenuar os efeitos do envelhecimento no
sistema musculoesquelético [42,43]. A PSL ou WP € um suplemento utilizado como
fonte de proteina de alta qualidade, rica em aminoacidos essenciais, que estimulam a
sintese de proteina muscular pos-exercicio, aumentando a forca e a massa muscular
durante os regimes de treinamento resistido [10,11,12]. Recentes pesquisas que
avaliaram o efeito da suplementagéo da PSL sobre a massa muscular em mulheres na
pos-menopausa encontraram resultados conflitantes. Alguns estudos observaram
efeito positivo adicional na resposta muscular quando associado a suplementacdo
com a PSL concomitante ao exercicio resistido [44,45]. Por outro lado, outros estudos
ndo observaram efeitos desta suplementacdo sobre o ganho de massa muscular em
mulheres na pés-menopausa [46,47]. Esses resultados estdo em concordancia com o

presente estudo que ndo observou variagdes na massa muscular nas mulheres com ou
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sem suplementacéo, submetidas protocolo de exercicios fisicos. Contudo, a avaliacao
do IMM nas participantes do estudo demonstrou bom estado de massa muscular para
cujos valores médios estavam acima do recomendando para esta populacao [27].

A intensidade de treinamento fisico é crucial para remodelacdo Gssea, pois
quando esta € de moderada a elevada hd maior alteracdo das concentracGes dos
marcadores de formacdo 6ssea, em detrimento aos de reabsorcdo [13]. Na presente
pesquisa, o protocolo de exercicio fisico direcionado as mulheres na pos-menopausa
foi de intensidade moderada a alta para a diminuicdo do s-CTX. A contracdo muscular
exercida associada a forca do treinamento poderia resultar em maiores estimulos para
reducdo na reabsorcdo 0ssea, reduzindo os valores deste marcador, ap0s a pratica de
exercicio fisico [18,20]. Gombos e cols (2016) avaliando mulheres na pds-menopausa
sobrepeso submetidas a treinamentos fisicos, observaram reducédo significativa do
CTX com exercicio resistido de intensidade moderada [18].

Nesta pesquisa, em resposta a suplementacdo, no momento final houve
aumento do consumo médio de proteina no grupo PSL de 1229 (21% do valor
energético total de consumo) quando comparado ao grupo controle de 80g (16.2% do
valor energético total consumido). Mesmo com a elevacdo, o macronutriente
encontrava-se dentro da faixa percentual de recomendacgéo para a populacdo saudavel
(10-35%) [48]. O consumo proteico possui efeito na promogéo da satde muscular,
principalmente quando combinada aos exercicios fisicos resistidos [49], com
aumento da massa muscular e da forga [12]. A PSL, fornecida diariamente, €
considerada de boa qualidade, além de possuir aminoacidos essenciais para a sintese
proteica muscular [10], especialmente a leucina [50].

Em relacdo a ingestdo proteica, existem alguns detalhes que parece ser
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importante como a quantidade total diaria, a qualidade e 0 momento da ingestdo no
protocolo de exercicio fisico [51,52,53]. Nesse estudo é possivel que com maior
tempo da suplementacdo da PSL poderiamos ter resposta sobre o ganho de massa
muscular, que pode ser observado com maior tempo de intervencdo [54]. Recente
estudo comprovou que protocolos de treinamento podem aumentar a forga e a massa
muscular em mulheres na pos-menopausas, independentemente da suplementacéo
proteica [46].

As mulheres do presente estudo apresentaram aumento no consumo calorico
principalmente, por maior ingestdo de carboidratos e gorduras, em ambos 0s grupos.
Todas as participantes foram orientadas a manter a dieta habitual sem interferéncias
dietéticas durante o seguimento. A Sociedade Norte Americana de Menopausa
recomenda a reducdo do consumo caldrico e de gorduras e estimula o consumo de
frutas e vegetais, além da pratica regular de exercicio fisico [55].

A DRI (Dietary Reference Intakes) preconiza principios e diretrizes para o
consumo alimentar e dispbes de quantidades adequadas de nutrientes para a
populacdo em geral [48,56]. Diferentemente dos carboidratos, os lipidios néo
possuem recomendacdes de valores em gramas ao dia e a recomendagdo da-se pelo
percentual do consumo diario (20-35%) em relacdo ao valor energético total [48]. As
mulheres do presente estudo apresentaram consumo dentro do recomendado, mesmo
elevando seu consumo no momento final. Além do controle do consumo de gorduras,
a importancia esta nas escolhas do tipo de gordura consumir, pois 0 consumo de
gorduras insaturadas relaciona-se como efeito protetor ao risco cardiovascular e na
mortalidade por todas as causas [57,58], porém ndo houve diferenca significativa na

interagdo estatistica entre grupos e momentos.
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Apesar das mulheres do presente estudo tivessem aumento do consumo
calérico e dos macronutrientes, ndo foi observado ganho de peso e alteracbes
antropométricas no decorrer do estudo, provavelmente devido ao protocolo de
treinamento. Portanto, aumento do consumo energético e o treinamento continuo
foram suficientes para manter aa variaveis da composicéo corporal, embora nédo o foi
suficiente para a mudanca da composi¢do corporal. Mesmo que cuidados devem ser
tomados com o excesso do consumo de carboidratos, pois possui associagdo com o
aumento do risco de mortalidade por todas as causas [57,59]

O presente estudo possui algumas limitac6es. O tempo de avaliacdo foi de 20
semanas e o0 controle da ingestdo da suplementacéo foi pelo relato das participantes.
Foi avaliado apenas um marcador reabsorcdo 6ssea. O ponto forte do nosso estudo
inclui o delineamento controlado e randomizado em uma populacdo de mulheres na
pGs-menopausa.

Em conclusdo, em mulheres na pds-menopausa praticantes de exercicio fisico,
a associacdo da suplementacdo de PSL ndo apresentou efeito na reabsorcao 6ssea no

protocolo de 20 semanas, diferentemente do grupo controle.
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ANEXOS

Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAO 466/12-CNS-MS)

A Sra estd sendo convidada a participar de uma pesquisa chamada “Efeito da
Suplementagdo da Proteina do Soro do Leite na Saude Ossea de Mulheres na
Menopausa em Programa de Modificacdo do Estilo de Vida com Exercicios Fisicos
e Adequacdo Alimentar”, que pretende estudar o efeito da suplementacdo de uma
proteina, conhecida como proteina do soro do leite, com ou sem exercicios fisicos de
musculacao na melhora da saude do 0sso.

A Sra. foi selecionada a participar dessa pesquisa por ser mulher com idade
maior que 45 anos, ha mais de 1 ano sem menstruar, por frequentar o programa de
mudanca do estilho de vida (Mexa-se Pro salde) e pela disponibilidade em participar
da pesquisa. Havera 3 grupos na pesquisa: pratica da musculacdo com a tomada de
um suplemento de proteina (grupo A) ou a pratica da musculacdo sem a tomada do
suplemento de proteina (grupo B) ou a tomada da proteina sem a préatica da
musculac&o (grupo C). A musculagdo sera realizada 3 vezes na semana e nos 3 grupos
tera adequacdo do consumo de alimentos que sera proposto por nutricionista.

Apbs a concordancia deste Termo, a senhora participara de um sorteio para saber em
qual grupo sera incluida. Ap6s definido o grupo a senhora serd acompanhada por 20
semanas e serdo realizadas 3 avaliagdes neste periodo: a primeira avaliacdo sera no
comeco da pesquisa (MO), a segunda avaliagéo sera feita depois de 10 semanas (M1)
e a ultima avaliag&o sera realizada ap6s 20 semanas do inicio (M2).

A pesquisa consta de 3 avaliagbes (MO, M1 e M2) quanto ao consumo alimentar pelo
registro de 3 dias (onde a senhora anotara o que comera e beberd por 3 dias), a
composicao corporal (peso, altura, circunferéncias), a bioimpedancia (aparelho que
mede a quantidade e o percentual de gordura e musculo do corpo pela passagem de
uma corrente elétrica muito leve e assintomatica) e a coleta de pequena quantidade
de sangue para avaliar os exames de sangue. O procedimento de retirada de sangue
tem como possiveis complicagdes: dor, infeccdo, sangramento e hematoma. O

procedimento tem por finalidade o acompanhamento para a comparagdo das
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avaliacdes nos 3 momentos de avaliagéo.

O conhecimento dessas caracteristicas permite avaliar qual melhor beneficio para a
salde do 0sso e se as intervengdes propostas podem retardar a perda Gssea nas
mulheres na menopausada, contribuindo para a ciéncia e para a sociedade,
apresentando um novo modelo de pesquisa e melhorando a qualidade de vida e a
salde Ossea dessas mulheres.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, € seu direito em desistir, pois a
participagdo da pesquisa é voluntéria e isso ndo ir4 afetar em nada. A recusa ndo
implicara em nenhum prejuizo a senhora e vocé podera retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa sem nenhum prejuizo.

E garantido total sigilo do seu nome, doencas, resultados das avaliagdes e dos
exames em todos os momentos, em relacéo aos dados relatados nesta pesquisa.
Vocé recebera uma via deste termo e outra via serd mantida em arquivo pelo
pesquisador por 5 anos.

Qualquer duvida adicional, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608/1609.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome: Assinatura;

Pesquisadora: LoraineGollino Data: / /

Assinatura;

Orientador: Roberto Carlos Burini, Distrito de Rubido Junior, s/n°, Botucatu — SP,
CEP 18.618-970. Fone: (14) 38801355. E-mail: burini@fmb.unesp.br.

Pesquisadora Loraine Gollino, Rua Vicente da Rocha Torres, 646, Vila Sdo Lucio.
Cep: 18603-192 Fone: (16) 981104477 E-mail: lo_gollino@hotmail.com
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ANEXO Il

Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

@9 FACULDADE DE MEDICINA DE £ Plabaforma
4

BOTUCATU -UNESP %oﬂl
g ) 0 e 8 La

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da Suplementac3o da Proteina do Soro do Leite na Satide Ossea de Mulheres
na Poés-menopausa em Programa de Modificacdo do Estilo de Vida com Exercicios
Fisicos e Adequacdo Alimentar

Pesquisador: Loraine Gollino

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 50835015.7.0000.5411

Instituicao Proponente: Departamento de Ginecologia e Obstetricia

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA| TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.375.145

Apresentacao do Projeto:
Ver parecer consubstanciado de 07/12/2015, namero 1.354.295.

Objetivo da Pesquisa:
Ver parecer consubstanciado de 07/12/2015, nimero 1.354.295.

Avaliacéao dos Riscos e Beneficios:

Ver parecer consubstanciado de 07/12/2015, nimero 1.354.295.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Wer parecer consubstanciado de 07/12/2015, nimero 1.354.295.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
No parecer consubstanciado de 07/12/2015,, nimero 1.354.295, foi solicitado nova redacio do TCLE com

linguagem mais informal e explicativa - modificacdes realizadas
Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As pendéncias foram acatadas, sugiro aprovacio, sem necessidade de envio a CONEP.

Enderego: Chacara Butignalli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.818-270
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone:  (14)3880-1608 E-mail: capelup@fmb.unesp.br

Pagna 01 oe 02

90
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Continuagdoe do Parecer: 1.375.145

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Projeto de pesquisa APROVADQ, deliberado em reunido extraordinaria do CEP de 18/12/2015, sem

necessidade de envio 3 CONEP.

Lembramos que ao final da execucdo do projeto, € necessario enviar o “Relatorio Final de Atividades”™.
Essa documentag3o deve ser enviada via Plataforma Brasil na forma de “NOTIFICAGAQ”

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacio
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO P [ 1112/2015 Aceito
do Projeto ROJETOD 602317 pdf 10:23:45
TCLE / Termos de | TCLEnovoCormigido.pdf 11/12/2015 | Loraine Gollino Aceito
Assentimento / 10:22:02
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| ProjetoDoutorado_LoraineGollino.pdf 07/11/2015 |Loraine Gollino Aceito
Brochura 13:54:37
Investigador
Folha de Rosto folha_de_rosto_ASSINADA pdf 07/11/2015 |Loraine Gollino Aceito

13:51:19
TCLE / Termos de | Termos_de Anuencia.pdf 05/11/2015 | Loraine Golline Aceito
Assentimento / 14:27:11
Justificativa de
Auséncia

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:
MNao

BOTUCATU, 18 de Dezembro de 2015

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignalli , s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.518-270
UF: 3P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3z380-1608 E-mail: capellupi@fmb. unesp br

Pagina 02 de 02
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ANEXO 111

Laudo da suplementacéo da proteina do soro do leite

Adiaa o 0 Wil b " "

Tentonme 5% ¢11) a0t 200 | WLEY B i (B "

o

m CETAL S/C LTDA. - Centro Tecnolégico de Anélise de Alimentos
d[! : i ; ;

\-“.v-*"
RELATORIO DE ENSAIO 0013789.1

Solecitante. Supley Lab. de Alim, e Suplem. Nutric, Ltda. Oreanwatn: 49241
Endereco Via Augusto Bambozzi - 1890 Bairro: Setor Industrial Amostea DLSB1/201%
Municipio/UF: Matdo / SP o 15993 200
Yol (16) 3384-9897 vas (16) 3384 989/
ProdutarAmoestiar 100% Whey Chocolate - Marca: Max Titanium
Lote: 01667701001 Yamwacso  02/06/201%
Caleta: - Resp. Coleta: validade 12/2016

Recebimento: 22/06/2015 13:45:00 Inicio Ensaio.  25/06/2015  Final Ensain 30/06/2015  Bemessa 30/06/201 %

Obs.:

L RESULTADOS Ffs1c0 QuiMICOS . |

Ensalo Resultado Matodologla
il PO v, 00 - MAPA, [intrugio Normativa o6 12/12/2008, Mitodo V41
Proteinas 59,13 g/1009 MARA, Tnstrugho neemative NOZO da 21007/ 1999, Méodo MOT 021
Amico PQOTE rev. O Mimwidrss @a Agrouurs o iaforra Agring. Pertara 100 Mitoaton
0,10 9/1009 Anadtecon para Controke de Almenios pars uso Anensl, Métndo o 34

Glicidecs Totals 15,29 9/100g 1Q-071 rev.0) - MAPA - Puriarin N*LOB O4/00/ 1991, Medo 14,
Glicidios redutores em glicose 13,12 /1009 FQ-071 rov.0) - MAPA - Portaria NOTOB D4/09/1901, Método 34
Sacarose 2,06 g/1009 Q071 rov 03 - MAPA - Portana NO10D D4/0U/ 1991, MMedo 14

FQ 124 1ev.00 - Resolugho ROC 160, de J) deo doeamien o 2005, Manual de oriel . oLk

arboidratos 08 dustries de , 4% versdo da Saide, Aghnoa National

c % 15,39 9/1009 dn Vigilhecia Santdria - Gerdnoa Geeal de Ameniios - Liniversidade de Brasiie,
Ieasdin, 20085,
Consideracdes Finais:

» Este resultado ¢ restrito para a amostra ensaiadas,

+ Amostra enviada pelo cliente,

JersinrdEDduge.

= hdriana Mitomy Matfusa CRO 16219 F
awrem
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ANEXO IV
Tabela nutricional da suplementacéo da proteina do soro do leite

comercialmente divulgada

100% WHEY

Porcho de 40 g (2 dosadores)
Quantidade por percio %VD*

Valor energético 160 kcal = 672 kJ 8
Carboidratos 10g 3
Proteinas 25 qg 33
Gorduras totais 23 g 4
Gorduras saturadas 1.1q 5
Gorduras trans Og =
Fibra alimentar Og 0
Sédio 187 mg 7
Calcio 264 mg 26
AMINOGRAMA

Alanina 12a¢a -
Arginina 1i0g -
Acido aspartico 25g -
Cisteina CEg -
Acido glutamico 3.9q -
Glicina 0Sg -
Histidina 0S9g
“Isoleucing 1.5 Vr._;

Leucina 24 g

Lisina 2.1g

Metionina 04qg

Fenidalonina 0.7 g

Prolina 169

Serna 1.5g

Ireonina 1Eg ~
Triptofano 0.7 g -
Tirosina CSg -
Vakna 10g -

% Vialorus Dideon do mefordnca commn base om uins ety g
2000 e ou B4A00 k). Sous vidones (300s PO SO0 Maoros

D e g L L B e et o e P =

= Vedor DdEno nho estnbelecdo

Disponivel em: Pote de 800 g / Refil de 2 kg

Sabor Chocolate

INGREDIENTES: Proteins do sore de ite concontrada
[WPC]. cacau em po, aromatizantes o edulcorantae sucralo
=0, NAD CONTEM GLUTEN,



