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Resumo

Objetivo: Comparar os efeitos da suplementacdo de WP e CAS em
diferentes propor¢cBes sobre o tempo de permanéncia de aminoacidos e
metabdlitos finais do metabolismo proteico (nitrogénio urinario, creatinina e
ureia). Metodologia: Foi realizado no estudo crossover, agudo, utilizando-se
a suplementacao em diferentes propor¢des de CAS ou WP, no qual todos os
participantes utilizaram as diferentes preparacdes de suplementos proteicos,
conforme sorteio aleatério. 1) WP, 2) CAS, 3) WP 80% e CAS 20%
(WP+CAS), 4) CAS 80% e WP 20% (CAS+WP), 5) Placebo (PLA) apés uma
sessao de exercicio de musculacdo. Foram coletadas amostras de sangue
para andlises de aminoacidos plasmaticos, leucina, isoleucina e valina,
assim como os metaboalitos finais do metabolismo proteico, creatinina, ureia
e nitrogénio urinario. Resultados: Observaram-se diferencas significativas
guando comparadas as concentracdes de creatinina entre CAS — CAS/WP
(p=0,05); CAS - WP (p=0,03) e ureia entre CAS — CAS/WP (p=0,05); CAS —
WP (p=0,007) respectivamente, assim como diferengas significativas nas
concentracfes de valina, (p=0,00); isoleucina, (p=0,00) e leucina, (p=0,00)
entre PLA e os suplementos de proteina assim como quando comparado as
concentracbes de isoleucina, (p=0,01) entre WP/CAS e CAS. Quando
aplicado o Teste de 1RM e PSE de cada sessdo, observou-se um
comportamento diferente entre os diferentes suplementos e dor muscular
tardia. Conclusdo: Conclui-se que a suplementacdo de proteina, permite
alterar as concentracbes dos aminoacidos, o gue manteve 0s niveis
plasméticos de aminoacidos apoOs exercicio de musculacdo de alta
intensidade, e dependendo da situacdo o possivel reaproveitamento dos
aminoacidos como substrato energético. O protocolo de jejum e exercicio de
alta intensidade provocou estresse metabolico aumentando a excrecédo de
nitrogénio urinario. A suplementacdo de proteina promoveu o balanco
nitrogenado positivo sendo um estimulante da sintese proteica muscular
atuando como um estimulo efetivo na diminuicdo da percepcdo de dor
muscular. Plasmaticos ap0s exercicio de musculacéo de alta intensidade

Palavras-chave: Suplementacdo; caseina; whey protein.



Abstract

Objective: To compare the effects of WP and CAS supplementation in
different proportions on the residence time of amino acids and final
metabolites of protein metabolism (urinary nitrogen, creatinine and urea).
Methodology: It was performed in the acute crossover study, using
supplementation in different proportions of CAS or WP, in which all
participants used the different preparations of protein supplements, as
randomized. 1) WP, 2) CAS, 3) WP 80% and CAS 20% (WP + CAS), 4) CAS
80% and WP 20% (CAS + WP), 5) Placebo (PLA) after an exercise session.
bodybuilding. Blood samples were collected for plasma amino acid, leucine,
isoleucine and valine analyzes, as well as the final metabolites of protein
metabolism, creatinine, urea and urinary nitrogen. Results: Significant
differences were observed when creatinine concentrations were compared
between CAS - CAS / WP (p = 0.05); CAS - WP (p = 0.03) and urea between
CAS - CAS / WP (p = 0.05); CAS - WP (p = 0.007) respectively, as well as
significant differences in valine concentrations, (p = 0.00); isoleucine, (p =
0.00) and leucine, (p = 0.00) between PLA and protein supplements as
compared to isoleucine concentrations (p = 0.01) between WP / CAS and
CAS. When applying the 1RM and PSE Test of each session, a different
behavior was observed between the different supplements and late muscle
pain. Conclusion: It was concluded that protein supplementation allows
altering amino acid concentrations, which maintained plasma amino acid
levels after high intensity exercise, and depending on the situation the
possible reuse of amino acids as energy substrate. The fasting and high
intensity exercise protocol caused metabolic stress increasing urinary
nitrogen excretion. Protein supplementation promoted positive nitrogen
balance and was a stimulant of muscle protein synthesis acting as an
effective stimulus in decreasing Delayed Onset Muscle Soreness (DOMS).

Keywords: Supplementation; casein; whey protein.



Lista de abreviaturas

AACR Aminoacidos de cadeia Ramificada
WP Whey Protein

CAS Caseina

WP+CAS Whey Protein + Caseina
CAS+WP Caseina + Whey Protein

1RM 1 Repeticdo Maxima

PSE Percepcao subjetiva ao Esfor¢o
PRE Antes da suplementacéao

POS Ap0Os suplementacéo

mL Mililitros

uL Micro-litros

mM Mili-molar

SPM Sintese Proteica Muscular

PDMT Percepcao de dor muscular tardia
BN Balanco Nitrogenado
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Introducéo
Atletas, exercicio resistido e o consumo de proteinas.

Nos processos de anabolismo e catabolismo, os tecidos do corpo,
incluindo o muasculo esquelético, sdo constantemente remodelados através
dos processos continuos e simultaneos de sintese e quebra de proteinas
denominadas rotatividade “turnover”. Essa rotatividade constante funciona
para renovacao das proteinas antigas e / ou danificadas e sintese de novas
proteinas para ajudar a manter a massa e a qualidade das proteinas(1). E
importante ressaltar que a diferenca entre sintese e degradacédo determina o
balanco proteico de um tecido, por exemplo, o muasculo e, finalmente, se
esta ganhando ou perdendo massa. Para esse fim, existem evidencias que o
exercicio resistido aumenta a rotatividade de proteinas musculares por até
48h em jejum(2). O treinamento de resistido produz uma série de beneficios
para a saude, bem como o potencial de promover adaptacbes musculares
de forca, tamanho, poténcia e resisténcia(3). Tém se observado que o
consumo de proteinas seguido da realizacdo de séries de exercicio de forca
aumenta o potencial de hipertrofia muscular, gerando um grau maior de
forca, bem como um aumento pronunciado da massa muscular(4) e o
processo de sintese e degradacédo proteica acontece de maneira constante
em resposta a associacdo alimentar e exercicio de forga(5).

Estudos demostraram que devido a maior estimulagédo da sintese de
proteinas musculares em comparacdo a quebra, o balanco liquido muscular

é melhorado, mas, na auséncia de aminoacidos exdgenos, permanece um
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balanco liquido negativo(2, 6). Unicamente com uma fonte exdgena de
aminoacidos o balanco liquido muscular se torna positivo devido
principalmente a melhora da sintese proteica muscular(7). Sabendo isso, é
importante destacar que, o comportamento sinérgico entre o exercicio
resistido e a ingesta de aminoacidos permite o ambiente necessario para o
anabolismo muscular (hipertrofia muscular) o qual é caracteristico do
treinamento resistido(1).

O consumo de proteinas é capaz de estimular a sintese proteica,
constituindo-se como um excelente estimulo anabdlico, mas essa
capacidade de sintese depende de fatores como composi¢cdo dos
aminoacidos, quantidade de proteina ingerida e fatores metabadlicos(8).

Tém se observado que o consumo de proteinas seguido da realizagédo
de séries de exercicio de forca aumenta o potencial de hipertrofia muscular,
gerando um grau maior de forga, bem como um aumento pronunciado da
massa muscular(4). O processo de sintese e degradacao proteica acontece
de maneira constante em resposta a associacdo alimentar e exercicio de
forga(b).

Quanto ao consumo proteico, faz-se necessario que haja um
consumo adequado, para adultos saudaveis sdo de 0,8 g/kg/dia(9), para
exercicios de resisténcia deve-se ingerir de 1,4 — 1,7 g/kg/dia dependendo
da intensidade e duracdo do exercicio(10), e as recomendacdes para
exercicios de forca e poténcia sdo de 1,6 a 2,0 g/kg/dia, considerando-se
gue as necessidades proteicas de atletas profissionais sdo duas ou trés

vezes maiores que um individuo ndo atleta(11) pois, existem evidéncias na



15

literatura que mesmo com a presenca do exercicio o consumo de proteinas
alimentares em excesso ndo ira ocasionar um efeito aditivo referente ao
ganho da massa muscular(12, 13). Em contrapartida, quando ocorre o
consumo insuficiente de proteinas o corpo podera apresentar niveis
insuficientes de aminoacidos circulantes, consequentemente alterando o
processo anabolico, pudendo apresentar efeitos secundarios negativos
como perda de massa muscular, assim como alteragdo do processo de
recuperacao tardia apos o exercicio(6, 13, 14). Portanto, havendo o intuito
de incremento muscular € fundamental que o consumo alimentar proteico
seja o suficiente para resultar num balangco nitrogenado positivo e
consequente hipertrofia muscular(13).

De acordo com Morton et al.(15) o indice de sintese de proteinas
musculares tem um limite e o consumo elevado de proteinas ndo garante
uma sintese proteica com o excedente, apresentando uma saturagdo com
relagdo dose — resposta. Como observado na Figura 1, dada a capacidade
de induzir um platé na sintese de proteinas musculares, 20 g de proteina de
alta qualidade e de alto valor biologico por conter os aminoacidos esenciais
(AE)(16), presentes (por exemplo, na proteina de ovo ou soro de leite)
representa uma "ideal" ou absoluta ingesta para melhorar eficientemente a
remodelacdo muscular apds exercicios resistidos em adultos jovens e ser

precursores imediatos da Sintese de Proteina Muscular (SPM)(1).
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Figura 1. Taxa de sintese proteica com diferentes quantidades de proteina
ingerida (Adaptado de Moore 2019).

O anabolismo proteico corporal pode ser influenciado de maneiras
diferentes; relacionado ao consumo de proteinas, fatores como velocidade
de absorcao, respostas hormonais, efeitos antioxidantes entre outros, podem
ser alterados dependendo do tipo de proteina consumida(1l, 17, 18).
Observam-se na literatura diversas fontes alimentares de proteina como
soro do leite, caseina, ovo e soja, cada uma com caracteristicas diferentes
como mencionado anteriormente. No esporte, as proteinas mais usadas
pelos atletas sdo o soro do leite e a caseina(19).

Esses dois substratos derivados do leite apresentam caracteristicas
quimicas distintas, maior biodisponibilidade de aminoacidos e tempo de
absorcdo dos nutrientes € diferente(10), melhorando a capacidade de

recuperacéo do organismo e aumento da massa magra em comparagcao com

as demais fontes de proteina usadas pelos atletas(20, 21). O Whey Protein
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(WP) é uma proteina do soro do leite, € soltvel em agua, obtendo o nome de
fast protein. Composta por uma mistura de proteinas (como beta-
lactoglobulina, alfa-lactoalbumina, imunoglobulinas, albumina do soro
bovino), oferece diferentes fungdes como protetoras, digestivas e de rapida
absorcao, liberacdo de aminoacidos, antimicrobiana, entre outras(22); se
caracterizando como uma proteina de alto valor biolégico e alta
concentragdo de aminoé&cidos de cadeia ramificada(11, 23).

A caseina (CAS) é classificada em quatro subgrupos (caseina A, B, K
e Y) que constituem uma familia de proteinas com fungdes diferentes,
especificamente a absorcdo lenta e prolongada, criando algumas capas de
caseina no estomago, sendo conhecida como slow protein. E apresentada
principalmente no estado de particulas coloidais (micelas) a qual é
constituida por 92% de proteinas e 8% de sais inorganicos representando
entorno do 70-80% das proteinas presentes no leite bovino(24-26).

Com isso, tem se observado na literatura que essa diferenga entre
proteinas do soro do leite e caseina pode interferir na resposta final ao
ganho de massa muscular(1l, 19, 27, 28). Quando se compara caseina
intacta (que € liberada lentamente do estdmago) e WP (que é esvaziado
rapidamente do estdbmago), o WP produz um aumento mais rapido e
transitério na concentracdo de aminacidos no plasma, enquanto a caseina
resulta em um aumento mais lento, porém mais prolongado, nas
concentracoes plasmaticas de aminacidos(29). As diferentes respostas dos
aminoacidos ap0s consumir caseina o whey protein, individuais ou

combinados altera a sintese proteica e a quebra de proteinas, sabendose
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que a sintese proteica é estimulada entorno de 68% a mais apds o0 consumo
de whey protein e quando consumida caseina a quebra de proteinas é
entorno de -30% a menos comparada quando consumido whey protein(30,

31).

Exercicio Resistido ou Musculacao

O exercicio resistido é qualquer forma de exercicio executado em
contra de uma resisténcia, fazendo que os musculos se contraiam, além é
considerado a principal forma de exercicio que promove o ganho de forga,
hipertrofia muscular e densidade Ossea(32). A pratica ou execucdo de
exercicios resistidos de alta intensidade provoca microlesbes a nivel
miofribrilar o que daréa como resultado o aumento da se¢éo transversa do
musculo esquelético, o que pode comprometer temporariamente o
desempenho do praticante(33). Sabendo que o exercicio resistido provoca
estresse metabdlico, capaz de danificar o musculo exercitado, células
satélite sdo estimuladas a recompor as microlesdes teciduais dando origem
a um processo de sintese de proteinas(34, 35). Além das microlesdes,
ocorridas a um nivel miofibrilar, acontecem eventos mais notorios como a
dor muscular; a qual pode atingir o pico de dor entre 24 a 48 horas apos o
exercicio e o inchago tornar-se pronunciado varios dias apos o estimulo, a
avaliacdo da percepcao de dor muscular tardia (Delayed Onset Muscle
Soreness - DOMS) pode se associar e atribuir ao processo de regeneracéo
muscular(27, 36-38). Alguns estudos descrevem a importancia do uso de

substancias ergogénicas nutricionais com o intuito de aperfeicoar 0s
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resultados obtidos por meio do treinamento de forga (28, 39), assim como
melhora na recuperacéo, estimulo da sintese de proteinas e diminuicdo da
degradacdo muscular apos exercicio resistido quando consumidas fontes de
proteina proveniente do; soro do leite, caseina, soja, ovo e aminoacidos de
cadeia ramificada(40-42), de forma similar observa-se reducdo dos
processos de inflamacédo e estresse oxidativo pds-exercicio(43). Na revisao
sisteméatica de Morton et al.(15) mostraram o efeito positivo do consumo de
proteinas sobre o exercicio de musculacdo e ganho de massa muscular,
sendo estimulada em maior proporcédo em individuos treinados mantendo-se
balanceada com o consumo de ~1,6g proteina/kg/dia mostrando ser
suficiente e necessaria para otimizar as adaptacdes do exercicio de
musculacdo, sabendo que o exercicio resistido pode ser considerado como

percursor do processo de anabolismo muscular e ressintese de proteinas.

Leite materno e seu valor biolégico

O leite materno € uma proteina de alto valor bioldgico, e é projetado
pela naturaleza para estimular e apoiar o crescimento de humanos ou
animais (44), pois contém milhares de moléculas bioativas distintas que
protegem o ser humano no inicio da vida contra a infeccédo, inflamacéo e
contribuem para a maturacdo imunolégica, desenvolvimento de 6rgéaos, e
microbiota intestinal saudavel (45).

Os principais componentes presentes no leite sdo; agua, proteinas,
carboidratos, gorduras, minerais e vitaminas assim como hormonios,

enzimas entre outros (46). Do ponto de vista nutricional, a infancia € um
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periodo muito vulneravel, pois é o Unico periodo em que um Unico alimento é
a Unica fonte de nutricdo para maturacdo e desenvolvimento de seus 6rgéos,
dependendo das necessidades e fases de crecimento, as caracteristicas
fisico-quimicas dos diferentes tipos de leite variam por exemplo em relacéao a
proporcdo de soro de leite e caseinas(47)

Os diferentes tipos de leite sdo usados normalmente na decorrencia
de n&o existir a possibilidade ao leite materno, pois sabesse que o leite
materno apresenta nutrientes ideais, assim como outros fatores que
favorecem ao desenvolvimento, formulas infantis foram criadas de acordo a
fatores nutricionais proximos do leite materno e assim auxiliar na usencia
dos mesmos (48). O leite de Vaca e formulas infnatis apresentam
caracteristicas similares porem nao identicas ao leite materno que podem
estar asociadas com o mecanismo do metabolismo proteico, algumas das
caracteristicas do leite materno, féormula para bebés e o leite de vaca estédo

apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1. Nutrientes presentes no Leite materno, formula para bebés e leite

de vaca (a cada 100ml)

Leite Formula para
Materno bebés Leite de vaca
Agua(%) 88 - 88
Energia (Kcal) 65-70 67 65
Proteina (g) 0,9 12-1,8 3,4
Carboidratos (g) 6,7 7-8 4.4
Oligosacarideos (g) 1,3 0 0
Gorduras (g) 3,5 4 3,5
Calcio (mg) 20 - 25 42 116
Fosforo (mg) 12-14 21 93
Sodio (mg) 12 - 25 16 45
Potéssio 40 - 55 55 144
Ferro (mg) 0,03 -0,09 0,4-0,7 0,09
Zinc (mg) 0,1-0,3 0,4 0,42
Vitamina A (ug) 30 - 60 50 29
Vitamina C (ug) 10 7-9 1,2
Vitamina D (ug) 0,03 1 0,1
Vitamina K (ug) 0,2-0,5 2,8 1,6
Acido Folico (ug) 80 - 140 6,5 11

Adaptado de Michaelsen et al. (46).

Além do descrito anteriormente, a relacao entre as proteinas de soro
de leite e caseina sédo diferentes, apresentando uma proporcao de ~20% de
soro e ~80% de caseina no leite de vaca e umas propor¢des entre 60 — 70%
de soro de leite e 30 — 40% de caseina no leite materno, isSso proporciona
um aumento na biodisponibilidade e um esvaziamento gastrico mais rapido o
gue poderia resultar em maior aproveitamento dos aminoacidos essenciais
estimulando a SPM pelo conteudo de soro de leite e diminuicdo do proceso
de degradacdo proteica muscular DPM sendo estimulada pelas
caseinas(45). Além da proteina de alta qualidade que contém todos os

aminoacidos essenciais, muitos outros nutrientes do leite podem estar
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relacionados ao crescimento (tabela 1) (46, 49) como calcio, magnésio e
fésforo, vitaminas ou combinacdes destas (50).

Tendo em vista a interacdo direta entre exercicio resistido, ingesta
proteica, incidéncia no anabolismo muscular e considerando os efeitos
positivos da suplementacdo proteica, acredita-se que estudar um
suplemento alimentar com uma propor¢cao proteica similar ao leite materno
poderd ocasionar beneficios referentes ao metabolismo proteico e

recuperacdo muscular em individuos fisicamente ativos.

Objetivos Geral

O presente estudo visa avaliar os efeitos da suplementagcdo com
misturas de proteina do soro de leite e caseina sobre o tempo de
permanéncia dos aminoacidos e metabdlitos finais do metabolismo proteico
em individuos fisicamente ativos.

Objetivos Especificos
Avaliar niveis plasmaticos de leucina, isoleucina e valina pré e apos
diferentes suplementacdes contendo diferentes proporcdes de proteina de
soro de leite e caseina;
Quantificar os metabdlitos finais do metabolismo proteico: creatinina, ureia e

nitrogenio urinario.
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Background: Blood sampling during an experiment for research purposes
are common, invasive processes where needles are used for punctures.
Collection of blood allows for measurement and interpretation of metabolites,
hormones and physiological events going on at rest, during exercise,
starvation, feeding or during pathologies. The use of capillary sampling
seems to be less invasive, rapid and effective, serving as an alternative
strategy for analysis of different biochemical compounds present in the blood
plasma. For plasma amino acids determination, the use of capillary puncture
has been little explored. Objective: The aim in this study was to determine
whether capillary blood samples represent or not significant differences in the
concentration of branched-chain plasma amino acids compared to blood
samples taken by venous puncture. Methods: Eighteen men and women
between 20 and 30 years old participated. Samples of capillary blood were
collected from, earlobe and arm venous puncture in the morning after
completing 10h of fasting. Results: The results of our study demonstrate that
capillary sampling and venous puncture to determine the plasma
concentration of BCAA do not show significant differences between the
sampling method between valine (p = 0.989), isoleucine (p = 0.220) and
leucine p = 0.170) Conclusions: Our results demonstrated that capillary
sampling for the branched-chain amino acid assay could be considered an
alternative to determine changes in plasma amino acid concentration using
HPLC and a less invasive way to collect, analyze and discuss the association

with protein metabolism.

Key words: Amino acids; fasting; plasma sampling; capillary; venous; HPLc.
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Introduction

Biochemical and hematological parameters are fundamental and of
great support in the evaluation of thresholds of physical stress, bioavailability
of individual nutrients in athletes (51), such evaluations require frequent and
successive blood samples that are usually performed by venous puncture
resulting in stress for some people (52).

It is known that capillary blood samples collected from the lobe of the
ear are commonly used to determine different compounds such as (e.g.,
glucose, potassium, phosphorus, sodium, bilirubin, lactate) in the health area
(53-55).

The compound of the fluid obtained by skin puncture is a mixture of
blood from, capillaries, arterioles, venular and probably intracellular fluid (56,
57).

Capillary puncture instead of venous puncture can demonstrate a
simpler and less invasive method when it comes to collecting blood samples,
which requires low cost materials, potentially increasing the number of
samples and a minimum training in the collection technique (52, 53).

The effectiveness of the capillary puncture technique is validated with
parameters similar to venous puncture, it is necessary that the blood
variables of interest are not affected by the sampling technique used (57).
Some studies validated capillary puncture versus venous puncture on
biochemical markers (eg, creatine quinase, creatinine, uric acid) and
hematological parameters (eg, total count of leukocytes and erythrocytes,

hemoglobin, hematocrit, hemoglobin, corpuscular volume) in athletes (52,
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53), glucose (58), growth hormone in cyclists (59) and clinical-chemical
substances in healthy adult volunteers of both sexes (eg, potassium, lactate
dehydrogenase, bilirubin (57, 58).

Because their participation is related to protein synthesis, plasma
concentrations of BCAA has been studied the bioavailability of these amino
acids as signaling molecules after protein supplementation and resistance
exercise (60, 61).

Specifically, protein from different dietary supplements including whey,
casein, soy, egg and branched-chain amino acids (BCAA) demonstrate
improved post-exercise recovery, additional muscle protein synthesis, and
decreased muscle degradation (40-42). In a similar way, a reduction of the
post-exercise oxidative stress and inflammation processes was observed
(43).

However, small capillary blood samples can be an alternative as a
simple and reliable tool for measuring the concentration of plasma amino
acids compared to venous puncture in response to high intensity resistance
exercise and protein supplementation is poorly understood. The capillary
puncture is proposed as a useful strategy for the quantification of plasma
amino acids, knowing that the capillary blood extraction is easier with a slight
disturbance of the participant. Therefore, our objective was to determine the
plasma BCAA concentration by collecting capillary blood against venous

blood.
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Methods

Eighteen healthy men and women between 20 and 30 years old were
invited to participate in this investigation. The study was approved by the
Research Ethics Committee of the School of Physical Education and Sport of
Ribeirao  Preto, University of Sao Paulo, CAAE number
64743116.5.0000.5659 and was according to the Helsinki Declaration. All
volunteers gave written informed consent and agreed to voluntarily
participate in the study. None of the participants smoked or were taking any
type of medication. An acute study was performed testing venous blood
samples and capillary blood samples.

For all blood collections volunteers were informed to attend fasting in
the Laboratory of Exercise Physiology and Metabolism - LAFEM of the
School of Physical Education and Sports of Ribeirao Preto of the University
of Sao Paulo (EEFERP-USP).

Venous blood sampling was collected using 4mL heparinized
vacutainer® tubes at antecubital vein puncture. Capillary blood was collected
from ear lobe after it was cleaned with ethyl alcohol 70%. A lancet device, the
Accu-check Softclix Pro, was used to the proper depth of penetration for
blood collection, and the first drop was discarded. The puncture area was
gently pressured without repetitive movements to allow free blood flow into
the collecting tube. A total of 200ul of blood was collected using Microvette
Sarstedt 200®. Venous and capillary blood sampling was performed at the
same time for two different people and were kept refrigerated at 4°C until the

end of each trial and later centrifugated at 3200rpm (1620 g for venous and
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970 g for capillary) for 7 minutes at 4°C. Plasma was separated in Eppendorf
tubes and stored at -80°C for later analysis.

Plasma amino acid analysis were performed by the qualitative and
guantitative methodology using Shimadzu® high pressure liquid
chromatography (HPLC) model LC 10AD, consisting of 2 continuous flow
pumps for the elution gradient of the mobile phases. Phase A was a 40 mmol
/ L sodium phosphate solution, pH 6.93 containing 20ml / L methanol
(MEOH), 20ml / L acetonitrile (ACN), 20ml / L tetrahydrofuran (THF), and
phase B, a solution of 70% methanol, with 10 mL of phase A, all of them with
a degree for chromatography. The equipment has a module (model CBM
10A) responsible for the proportion (%) between the solvents or phases
according to the pre-established schedule. The flow used was 0.75 ml /
minute, at temperature of 38+1°C. The ODS column used to separate the
amino acids was the ACE EXL V17-1586, from Scotland, 150mm length x
4.6mm internal diameter and 5um size particle.

Blood samples were collected, centrifuged and the supernatants were
removed. Samples of 20uL of plasma were added with 200uL of methanol
and placed in 1.5 mL tubes, which were vortexed for 30 seconds and then
centrifuged at the Jouan Refrigerated Centrifuge Model MR1812 USA, for 10
minutes, at 1800g. The supernatant was transferred to another 1,5mL tube
and the methanol evaporated in the Savant Speed-Vac ( model AES 2010,
USA) for 25 minutes. After the total evaporation of the methanol, the dry
plasma was dissolved with 200 puL of phase A solution and vortexed for 30

seconds and was filtered through a 0.45 ym membrane. So 40 pL of each
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sample as well as the standard solution were taken, and were placed in
tubes suitable for analysis and then these tubes were placed in the sampler
unit (Sil 10A) with capacity for 79 tubes for the analysis. In the sampler there
was a tube with the internal standard (carboxymethyl cysteine) and an amber
bottle with the orthophthaldialdehyde reagent solution, with a low helium flow
(OPA; Sigma Company USA). This reagent was prepared with 10mg of
orthophthaldialdehyde, 250mL of pure methanol, 2.25mL of pure water pH
10.4(62). The autosampler got 10uL of the internal standard and added to
each tube containing the standard or samples for analysis, and in sequence
40uL of the OPA reagent for each tube. The mixtures of these solutions were
performed by the equipment, which was programmed to wait 1 minute for the
reaction to take place, a process known as pre-column derivatization. Then
40ul of the reaction product were injected into the C18 silica column and the
amino acids separated according to molecular weight and polarity and
detected by the Shimadzu fluorescence detector model RF20A in 365 nm

excitation and 450 nm emission(62, 63).

Statistics Analysis

Data are reported as meantSD. Student's T test was used to
determine possible differences between branched-chain amino acid
concentration using venous versus capillary sampling. For the statistical
significant difference the level of 5% of significance was considered

acceptable.
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Results

Fig 1. Plasma BCAA concentrations determined after 10h fasting using the

two different sampling techniques.

Fig. 2 Bland-Altman plot between capillary sampling versus venous

sampling. MD: Mean Diff; UL: Upper Limit; LL: Lower Limit. N=18

Discussion

The results of our study demonstrate that capillary sampling may be
considered an alternative to venipuncture to determine BCAA plasma
concentration for fasting condition. The Bland Altman plot quantifies the bias
and range of agreement and indicate no differences between the mean
differences of capillary vs venous sampling (fig. 2). For valine (p=0.989);
isoleucine (0.220) and leucine (p=0.170). These data indicate variability
among individuals, which we can confirm as a heterogeneous group. It is
important to clarify that the acceptable limits for the bland altman data must
be defined a priori, depending on the clinical need, biological considerations
or other objectives (64). Similar studies observed similar concentrations,
showing variations in some amino acids such as taurine, analyzed using
venous and capillary sampling, where it is presumed that these variations in
concentrations could be caused by feeding formulas for infants enriched with
taurine (65). That confirms the influence of food on the plasma
concentrations of amino acids. The amino acids concentration has been used

by sports and nutrition scientists as a method to monitor the bioavailability of
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amino acids in plasma and associated with protein degradation (10). When
evaluating blood sampling methods between venous and capillary blood, it is
important to highlight that capillary blood sampling to determine the
concentration of BCAA in blood plasma may present some advantages over
traditional venous blood sampling. Some research as De Oliveira et al. (3)
Abdulrazzag and lbrahim (66) characterized capillary sampling as a less
invasive and simple technique, which allows a greater number of samples
without disturbing the participants' routine, being a practical method and with
cost reduction.

Therefore, these results represent importance when investigating
populations with certain concerns about the use of invasive techniques in
venous sampling during exercise, in children, pregnant women, disabled
people and elite athletes (59).

Additionally, capillary sampling reduces certain concerns associated
with ethical aspects related to infection, bruises that could limit the participant
in the daily execution of activities, training, when it comes to high
performance athletes (9), as well as ethical concerns associated with specific
training in venous blood sampling technique and its difficult access to that
sampling training.

Therefore, we believe that comparing venous sites against capillaries
with concordance and reliability measurements is important, novel and it may
hold a less invasive and more acceptable way to get samples that are more
utility for understanding what's going on easier and faster. More studies are

needed controlling factors that can influence the concentration of amino
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acids, such as food, nitrogen balance, physical activity level, sex; to confirm

this hypothesis and validate that data.
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Plasma Amino Acids HPLC

Venous Capillary Venous Capillary Venous Capillary

Valine Isoleucine Leucine

Fig. 1 B. BCAA on plasma concentrations using venous and capillary
sampling by HPLC. Indicates no difference between wvenous vs
capillary sampling; P>0.05 by Student’s T test. N=18
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Figure 2. Bland-Altman plot between capillary sampling versus venous sampling.

MD: Mean Diff; UL: Upper Limit; LL: Lower Limit. N=18
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Resumo
Introducao: Atualmente, os suplementos esportivos sdo comumente usados

por individuos que se exercitam. Estudos demonstraram uma associacao
entre o uso de proteinas e o aumento da massa muscular. Entre os
suplementos alimentares, foi demonstrado que a proteina do soro exerce um
efeito positivo no mecanismo de sintese de proteinas. Por outro lado, a
caseina, outro suplemento proteico, também apresentou resultados
eficientes sob o0 mecanismo de sintese e degradacao de proteinas. Portanto,
acredita-se que a associacdo de proteina de soro de leite e caseina na
propor¢cdo de 80 a 20% serd ideal para estimular o pico e o tempo de
permanéncia dos aminoacidos de cadeia ramificada na circulagédo
sanguinea, além de proporcionar maior retencdo dos metabdlitos finais do
metabolismo de proteinas. Objetivo: Comparar os efeitos da suplementacao
com proteinas de soro e caseina em diferentes propor¢cdes no tempo de
permanéncia dos aminoacidos e nos metabdlitos finais do metabolismo das
proteinas (nitrogénio urinario, creatinina e ureia). Métodos: Um estudo duplo
cego, cruzado e agudo foi realizado com suplementacdo em diferentes
propor¢cfes de caseina ou proteina de soro de leite, todos os participantes
utilizaram as diferentes preparacfes de suplementos de proteina, de acordo
com amostragem aleatoria. 1) Proteina de soro de leite (WP), 2) Caseina
(CAS), 3) Proteina de soro de leite 80% e caseina 20% (WP / CAS), 4) 80%
de caseina e proteina de soro de leite 20% (CAS / WP) e Placebo (PLA)
ap0s uma sessdo de exercicio resistido de alta intensidade. Amostras de
sangue foram coletadas para andlise dos aminoacidos plasmaticos, leucina,
isoleucina e valina, além dos metabdlitos finais do metabolismo das
proteinas, creatinina, ureia e nitrogénio urinario. Resultados: Os
participantes consumiram 1,49 e 1,70 g / proteina / kg / dia antes e apds o
protocolo de exercicio fisico, respectivamente. Em relacdo ao exercicio
fisico, observou-se que altas intensidades foram realizadas de acordo com o
protocolo ao avaliar o teste de 1RM e PSE de cada sessdo, um
comportamento diferente foi observado entre os diferentes suplementos e
dor muscular tardia. Observaram-se diferencas significativas quando

comparadas as concentracdes de creatinina entre CAS — CAS/WP (p=0,05);
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CAS - WP (p=0,03) e ureia entre CAS — CAS/WP (p=0,05); CAS — WP
(p=0,007) respectivamente, assim como diferencas significativas nas
concentragbes de valina, (p=0,00); isoleucina, (p=0,00) e leucina, (p=0,00)
entre PLA e os suplementos de proteina assim como quando comparado as
concentragbes de isoleucina, (p=0,01) entre WP/CAS e CAS. Quando
aplicado o Teste de 1RM e PSE de cada sessdo, observou-se um
comportamento diferente entre os diferentes suplementos e dor muscular
tardia. Concluséo: conclui-se que a suplementacdo de proteina, permite
alterar as concentracdes dos aminoécidos, o que manteve 0s niveis
plasmaticos de aminoacidos apOs exercicio de musculacdo de alta
intensidade, e dependendo da situacdo o possivel reaproveitamento dos
aminoacidos como substrato energético. O protocolo de jejum e exercicio de
alta intensidade provocou estresse metabdlico aumentando a excrecéo de
nitrogénio urinario. A suplementacdo de proteina promoveu o balanco
nitrogenado positivo sendo um estimulante da sintese proteica muscular
atuando como um estimulo efetivo na diminuicdo da percepcdo de dor
muscular.

Palavras-chave: suplementacéo, caseina, proteina de soro de leite.
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Abstract

Introduction: Currently, sports supplements are commonly used by
individuals who exercise. Studies have shown an association between
protein use and increased muscle mass. Among dietary supplements, whey
protein has been shown to have a positive effect on protein synthesis
mechanism. On the other hand, casein, another protein supplement, also
showed efficient results under the mechanism of protein synthesis and
degradation. Therefore, it is believed that the combination of 80% to 20%
whey protein and casein will be ideal for stimulating the peak and residence
time of branched chain amino acids in the bloodstream, as well as providing
greater retention of metabolites. end of protein metabolism. Objective: To
compare the effects of whey and casein protein supplementation in different
proportions on amino acid residence time and final metabolites of protein
metabolism (urinary nitrogen, creatinine and urea). Methods: A double blind,
crossover and acute study was performed with supplementation in different
proportions of casein or whey protein, all participants used the different
protein supplement preparations according to random sampling. 1) Whey
Protein (WP), 2) Casein (CAS), 3) Whey Protein 80% and Casein 20% (WP /
CAS), 4) 80% Casein and Whey Protein 20 % (CAS / WP) and Placebo
(PLA) after a high intensity resistance exercise session. Blood samples were
collected for analysis of plasma amino acids, leucine, isoleucine and valine,
as well as the final metabolites of protein metabolism, creatinine, urea and
urinary nitrogen. Results: Participants consumed 1.49 and 1.70 g / protein /
kg / day before and after the exercise protocol, respectively. Regarding
physical exercise, it was observed that high intensities were performed
according to the protocol when evaluating the 1RM and PSE test of each
session, a different behavior was observed between the different
supplements and late muscle pain. Significant differences were observed
when creatinine concentrations were compared between CAS - CAS / WP (p
= 0.05); CAS - WP (p = 0.03) and urea between CAS - CAS / WP (p = 0.05);
CAS - WP (p = 0.007) respectively, as well as significant differences in valine

concentrations, (p = 0.00); isoleucine, (p = 0.00) and leucine, (p = 0.00)
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between PLA and protein supplements as compared to isoleucine
concentrations (p = 0.01) between WP / CAS and CAS. When applying the
1RM and PSE Test of each session, a different behavior was observed
between the different supplements and late muscle pain. Conclusion: It was
concluded that protein supplementation, independent of amino acid
concentration, maintained adequate plasma amino acid levels after high
intensity exercise and decrease the DOMS.

Keywords: supplementation, casein, whey protein.
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1. Introducéo

O treinamento de resisténcia produz uma série de beneficios para a
saude, bem como o potencial de promover adaptacdes musculares de forca,
tamanho, poténcia e resisténcia (3). Tém se observado que o consumo de
proteinas seguido da realizacdo de séries de exercicio de forca aumenta o
potencial de hipertrofia muscular, gerando um grau maior de forca, bem
como um aumento pronunciado da massa muscular (4). O processo de
sintese e degradacao proteica acontece de maneira constante em resposta
a associacao alimentar e exercicio de forga (5).

Quanto ao consumo proteico, faz-se necessario que haja um
consumo adequado, pois, existem evidéncias na literatura que mesmo com a
presenca do exercicio o consumo de proteinas alimentares em excesso nao
ird ocasionar um efeito aditivo referente ao ganho da massa muscular. De
acordo com Phillips (67) o indice de sintese de proteinas musculares tem um
limite e o consumo elevado de proteinas ndo garante uma sintese proteica
excedente.

Em contrapartida, quando ocorre o consumo insuficiente proteico o
corpo poderd apresentar niveis insuficientes de aminoacidos circulantes,
tanto no periodo antecedendo como apods o exercicio fisico, o resultado sera
niveis baixos de proteina, tendo efeitos secundarios negativos como perda
de massa muscular, recuperacao tardia apos o exercicio (6, 12, 68). Sendo
assim, é fundamental que os atletas consumam quantidades suficientes de

proteinas e o tempo apropriado de consumo com a finalidade de
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experimentar um positivo balanco nitrogenado e consequente hipertrofia
muscular (13)

Porém, a quantidade de proteina necessaria para maximizar a sintese
proteica ndo é totalmente elucidada, sendo que as recomendagfes diarias
de consumo de proteina para adultos saudaveis sdo de 0.8 g/kg/dia (9).
Segundo a International Society of Sports Nutrition (ISSN) (10), a ingestao
de proteina para individuos atletas deve ser maior, recomendando o
consumo em média de 1.4 a 2.0 g/kg/dia, de acordo com o exercicio fisico
praticado. Para exercicios de resisténcia deve-se ingerir de 1,4 — 1,7 g/kg/dia
dependendo da intensidade e duracdo do exercicio, e as recomendacgdes
para exercicios de forca e poténcia sao de 1,6 a 2,0 g/kg/dia, considerando-
se que as necessidades proteicas de atletas profissionais sdo duas ou trés
vezes maiores que um individuo nao atleta (10, 11).

O tipo de proteina consumida pode afetar de maneira diferente o
anabolismo proteico corporal. Isso ocorre devido as diferentes carateristicas
da proteina, como; alto valor biolégico, velocidade de absorcdo, composicao
de aminoacidos, respostas hormonais ou os efeitos antioxidantes (10, 11,
17, 18). As proteinas de alto valor biol6gico provem de fontes alimentares
como o soro de leite, caseina, ovo, soja entre outros 0S quis contem
aminoacidos esséncias que o0 proprio corpo ndo é capaz de produzir. No
meio esportivo a proteina de soro de leite e a caseina sdo as mais usadas
pelos atletas (19), pois estas proteinas contém concentra¢cdes mais elevadas

de aminoéacidos de cadeia ramificada (AACR) os quais estdo associados a
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melhora da capacidade de recuperacdo do organismo e promover o0
aumento da massa magra (20, 21).

De acordo com ISSN as proteinas do soro do leite e a caseina contém
a maior biodisponibilidade de aminoacidos em comparacdo com as demais
fontes de proteinas (10). Essas duas formas sdo substratos proteicos
derivados do leite, contudo, apresentam caracteristicas quimicas diferentes
pode interferir na resposta final ao ganho de massa muscular(11, 19, 27, 28).
Ja que a caseina intacta (é liberada lentamente do estbmago) e o soro de
leite ou whey prtoein (WP) (que é esvaziado rapidamente do estébmago). o
WP produz um aumento mais rapido e transitério na concentracdo de
aminacidos no plasma, enquanto a caseina resulta em um aumento mais
lento, porém mais prolongado, nas concentracoes plasmaticas de
aminacidos(29). As diferentes respostas dos aminoacidos apds consumir
caseina o whey protein, individuais ou combinados altera a sintese proteica e
a quebra de proteinas, sabendose que a sintese proteica é estimulada
entorno de 68% a mais ap0s o consumo de whey protein e quando
consumida caseina a quebra de proteinas é entorno de -30% a menos
comparada quando consumido whey protein(30, 31).

O exercicio de forca de alta intensidade provoca danos musculares
que podem comprometer o desempenho fisico (27, 36-38). Nesse contexto,
tem sido evidenciado na literatura que o uso de substancias ergogénicas
nutricionais podem otimizar os resultados obtidos por meio do treinamento
de forca (28, 39). Especificamente, a proteina proveniente de diferentes

suplementos alimentares entre eles soro de leite, caseina, soja, ovo e
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aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) demonstram uma melhora na
recuperacdo pos-exercicio, estimulo adicional a sintese de proteina
muscular e diminuicdo da degradacdo muscular(40-42) de forma similar
observa-se reducdo dos processos de inflamacéo e estresse oxidativo pos-
exercicio (43).

Apesar da literatura cientifica apresentar inUmeros estudos com uso
de diferentes tipos de proteinas e sua relagdo com a melhora do mecanismo
de sintese proteica, existe uma proteina alimentar que é considerada padréao
ouro; o leite materno. O leite materno € uma proteina de alto valor biolégico,
pois contém os aminoacidos essenciais e milhares de moléculas bioativas
distintas que protegem o ser humano no inicio da vida contra a infeccéo,
inflamacéo e contribuem para a maturagéo imunoldgica, desenvolvimento de
orgaos, e colonizacao microbiana saudavel (45).

O leite materno apresenta uma relacdo das proteinas do soro do leite
de 60-70% e em caseina de 30-40%, isso proporciona uma
biodisponibilidade aumentada e um esvaziamento gastrico mais rapido,
enquanto o leite de vaca apresenta propor¢cdes contrarias as descritas ao
leite materno contendo maior proporgéo de proteinas de absorgao lenta(45).

Baseado na descricdo acima, acredita-se que estudar um suplemento
alimentar com uma proporgao proteica similar ao leite materno contendo
maior proporcdo de proteinas de absor¢cdo rapida e estimulante da sintese
proteica em conjunto com proteinas de absorcdo lenta que permitem a

diminuicdo da degradacdo de proteinas podera ocasionar beneficios
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referentes ao metabolismo proteico e recupera¢cdo muscular em individuos

fisicamente ativos.

2. Metodologia

2.1 Voluntérios

Participaram do estudo 10 individuos do sexo masculino,
saudaveis, com idade variando de 18 e 45 anos. Os sujeitos participaram de
entrevista prévia, onde verificou-se o enquadramento dos participantes nos
critérios de inclusdo e excluséo, explicando-se o delineamento experimental
com posterior assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Os participantes ndo deviam ser fumantes, apresentar lesoes, fazer
uso de medicamentos relacionados a doencas cardiovasculares, diabetes
mellitus e tireoide e também ndo deviam apresentar intolerancia a lactose.
Os participantes realizavam treinos de musculacéo de duas a trés vezes por
semana e duas ou trés vezes por semana treinamento especifico de
modalidades relatadas como natagcdo, corrida, escalada. Os participantes
treinavam por conta propria de acordo com 0s proprios objetivos, sendo
entdo participantes amadores com experiéncia em exercicios de

musculacao.

2.2 Delineamento experimental
Foi realizado um estudo crossover, agudo utilizando-se a
suplementacdo de caseina e/ou whey protein. Visto que o estudo € duplo-

cego e crossover, todos os participantes utilizaram os dois tipos de
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proteinas, sendo caseina e/ou whey protein nas diferentes propor¢cbes por
periodo de suplementacao, conforme sorteio aleatério.

Os voluntarios foram submetidos a sessGes de familiarizacdo ao
exercicio de leg press e determinacdo de forca méxima (1RM) para
realizacdo do protocolo de treinamento.

Os participantes foram divididos aleatoriamente em 5 grupos: 1) whey
protein (WP), 2) caseina (CAS), 3) whey protein 80% e caseina 20%
(WP+CAS), 4) caseina 80% e whey protein 20% (CAS+WP), 5) placebo
(PLA). ApGs a randomizacéo, os voluntarios foram submetidos a 1 sessao de
exercicio de for¢ca e ao protocolo de suplementagédo. Foi realizado o wash
out de uma semana entre cada suplemento.

Os patrticipantes foram informados a comparecer em jejum de 10
horas no laboratorio de Atividade Fisica e Metabolismo - LAFEM da Escola
de Educacéo Fisica e Esportes de Ribeirdo Preto da Universidade de Sé&o
Paulo (EEFERP USP), onde foram coletadas amostras de sangue no
periodo basal (pré), imediatamente ap0s a sessdo de exercicio e
suplementacao e cada 60 minutos durante um periodo de cinco horas apés
a sessdo do exercicio fisico. Além disso, foi solicitado aos voluntérios a
preencher diarios alimentares no periodo anterior (pré) e nas 24 horas
seguintes ao protocolo de treino (pds), assim como coleta de urina durante
as 24 horas apos o protocolo de suplementacdo, Para completar o protocolo
do estudo, os participantes deviam concluir 5 protocolos com suplementos
diferentes onde avaliava-se: 5 sessdes de 1RM, 5 sessOes de protocolo de

exercicio fisico, 5 horas de coleta de sangue por cada sessao, dois registros
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alimentares (PRE e POS) em cada protocolo, 3 dias de registro da PDMT

(24h, 48h, 72h) apo6s cada protocolo como apresentado na figura 1.
Familiarizagcao

Teste de 1RM PDMT 0!’1.2'214h, 48h,

2 %

Wash out

Registro Alimentar Registro Alimentar
24h (Pre) 24h (Pos)
Coleta sanguinea Basal Coleta urina 24

% ?

Coleta sanguinea
(c/60 mins)

Exercicio resistido

h ]

Suplementacgao

60° 120" 180" 240° 300°
Sessdode | ] | ] |
exercicio | | | | |

Coleta sanguinea. * ol o B 9

Figura 1 - Protocolo usado durante o periodo de experimento, 1RM: Uma (1)

repeticdo maxima; PDMT: percepcdo da dor muscular tardia

2.3 Aspectos éticos

Todos os participantes foram esclarecidos quanto ao desenvolvimento
do projeto e assinaram um termo de consentimento livre esclarecido, de
acordo com a Resolucdo CNS 466, de 12 de outubro de 2012 do Conselho
Nacional de Saude, em duas coépias, uma em posse dos pesquisadores e
outra dos participantes. O voluntario podia desistir de sua participacdo em

qualquer momento do estudo, sem qualquer consequéncia.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola
De Educacéo Fisica e Esporte De Ribeirdo Preto, da Universidade de Sé&o

Paulo, numero do CAAE 64743116.5.0000.5659 (Anexo 1).

2.4 Protocolo de suplementacgéo

Foi realizada a suplementacao de caseina ou whey protein, conforme
modelo duplo-cego e crossover, considerando a dose de 20 g nas diferentes
proporcdes descritas a seguir: 1) 100% whey protein; 2) 100% caseina; 3)
80% whey protein + 20% caseina; 4) 80% caseina + 20% Whey protein; 5)
placebo. Os suplementos foram embalados em sachés individuais, os quais
eram diluidos em 250mL de agua e consumidos imediatamente apds a
sessao de exercicio.

Apds um periodo minimo de uma semana de wash out foi iniciado um
novo protocolo de suplementacdo com um suplemento diferente, o qual foi
determinado aleatoriamente, e o protocolo foi repetido até os participantes

passar pelos cinco diferentes tipos de suplementos.

2.5 Protocolo de exercicio

Os voluntarios participaram de trés sessdes de familiarizacdo ao
exercicio de leg press até que a medida de forca maxima (1RM) seja
estavel, com intervalo de 48 horas entre as sessdes. No inicio das sessdes
de familiarizacdo os voluntarios fizeram aquecimento de cinco minutos na
bicicleta ergométrica (69), posteriormente realizaram aquecimento especifico

de 5 a 10 repeticbes com carga leve (40% a 60% da percepcao de 1RM).
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Apéds 1 minuto de intervalo, foi realizada uma nova serie de 3 a 5 repeticdes
com uma carga moderada (60% a 80% da percepcao de 1RM).

O protocolo de exercicio consistiu em 10 series de 8-10 repeticbes com 2
minutos de intervalo entre cada série, considerando-se a carga de 85% de
1RM (70). O procedimento descrito foi realizado no laboratorio de
Cineantropometria e Desempenho Humano - LaCiDH da Escola de
Educacédo Fisica e Esportes de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o

Paulo (EEFERP USP).

2.6 Percepcao de Dor Muscular Tardia

A percepcao de dor muscular tardia (PDMT) nos movimentos de
sentar e descer escada foi avaliada por meio de uma escala visual, a qual
consiste numa linha de 100mm onde no primeiro extremo representa “sem
dor” e no segundo extremo “muita dor”(71), Os valores da escala visual
foram mensurados nos momentos 0, 24h, 48h e 72h apds o protocolo de

exercicio e suplementacéao.

2.7 Avaliacao Nutricional

Os voluntarios foram orientados a manter a alimentacdo habitual
durante a participacdo do estudo. Foram solicitados o preenchimento de
diarios alimentares no periodo anterior (pré) e nas 24 horas seguintes ao
protocolo de treino (pos). Os participantes foram treinados para realizarem o
preenchimento adequado do diério alimentar segundo protocolo (72). Para o

calculo nutricional foi utilizado o software Dietpro 5.5i Profissional® e foram
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considerados o consumo de calorias totais e macronutrientes (carboidratos,

proteinas e lipidios).

3. Analises Bioquimicas

Foram coletadas amostras sanguineas dos voluntarios, 0s quais
compareceram no laboratério de manha, em jejum noturno de 10 horas.
Foram coletados 4 mL de sangue da veia ante cubital e 200 uL do I6bulo da
orelha o qual foi utilizado para quantificar os aminoécidos leucina, isoleucina
e valina. As amostras foram centrifugadas a 1800g durante 10 minutos a
4°C, o plasma foi pipetado e posteriormente congelado a -80°C para
realizacdo das analises posteriores.

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Atividade Fisica e
Metabolismo LAFEM da Escola de Educacéo Fisica e Esportes de Ribeirdo

Preto da Universidade de S&o Paulo (EEFERP USP).

3.1.1 Dosagem de aminoé&cidos

Foi realizada a analise dos aminoacidos plasmaticos por meio do
teste quantitativo e qualitativo, utilizando-se cromatografia liquida de alta
pressdo (CLAP) Shimatizu®, modelo LC 10AD, constando de 2 bombas de
fluxo continuo para o gradiente de eluicdo das fases méveis. A fase A sera
uma solucdo de fosfato de sodio 40mmol/L, pH 6,9 contendo 20ml/L de
metanol (MEOH), 20 ml/L de acetonitrila (ACN), 20 ml/L de tetrahidrofurano
(THF), e a fase B, uma solucédo de metanol a 65% para grau cromatografico.

O equipamento possui modulo (modelo CBM 10A) responsavel pela
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proporgéo (%) entre os solventes ou fases de acordo com a programagao
pré-estabelecida. O fluxo utilizado serd de 0,75ml/ minuto, a temperatura
ambiente de 38+1°C. A coluna utilizada na separacdo dos aminoacidos foi
Adsorbosphere OPA-HS, de 150mm comprimento por 4,6 mm diametro
interno e particula 5um (Alltech Associates, Inc. — USA).

Amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas e os plasmas
removidos. Amostras de 20uL de plasma foram adicionadas de 200uL de
metanol e colocadas em tubos de 1,5 mL, os quais foram agitados em
vortex, por 30 segundos e centrifugados (Centrifuga Refrigerada Jouan
modelo MR1812 USA), por 10 minutos, a 1800g. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de 1,5mL e o metanol evaporado no “Speed-Vac”
(Savant, modelo AES 2010, USA), por 25 minutos. Apds a evaporacao total
do metanol, o plasma seco foi dissolvido com 100uL da solugéo fase A e
agitado em vortex por 30 segundos. Foram retirados 40uL de cada amostra
bem como a solucdo padrao, os quais serdo colocados em tubos préprios
para andlise e em seguida, estes tubos foram colocados no amostrador (Sil
10A) com capacidade para 79 tubos, para realizacdo das analises. Neste
amostrador teve ainda um tubo com o padréo interno (carboxi-metil-cisteina)
e um frasco com o reagente ortofitaldialdeido (OPA; Sigma Company USA).

Este reagente foi preparado com 10mg de ortofitaldialdeido, 250mL
de metanol puro, 2,25 mL de tampéao borato pH 9,5, 10uL do padréo interno
e adicionar a cada tubo contendo a amostra para analise, e a seguir aspirar

50uL do reagente OPA. As misturas destas solu¢des foram realizadas pelo
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equipamento, que serd programado para esperar 1 minuto para que a
reacao ocorra, processo conhecido como derivatizacdo pré-coluna.

Foram injetados 40uL do produto da reacéo, na coluna de silica C18,
e 0s aminoacidos separados de acordo com peso molecular e polaridade e
detectados através do detectador de fluorescéncia Shimadzu modelo RF535,

em 335mm de excitacdo e 455mm de emissao (63).

3.1.2 Coleta de urina de 24h

Os voluntarios realizaram a coleta de urina durante as 24 horas apos
a suplementacdo e da sessdo aguda do exercicio fisico para posterior
avaliacdo do metabolismo proteico. Cada voluntario recebeu frascos
plasticos com capacidade de 2 litros, e foram devidamente orientados em
relagéo ao procedimento de coleta e ao correto armazenamento da amostra
até que a mesma foi entregue ao pesquisador para analise. Apds a coleta,
foram preparadas aliquotas de 14 mL em tubos falcon e as mesmas

armazenadas em freezer a -80 °C até o momento da andlise.

3.2 Dosagem de Marcadores de Metabolismo Proteico

3.2.1 Nitrogénio Urinario

Amostras de 20 ul de urina de 24 horas, em duplicata, foram diluidas
em 1000 ul de 4gua destilada e utilizadas para determinacéo do nitrogénio
urinario total pelo método de piroquimioluminescéncia, método que permite
medir na urina metabdlitos relacionados a producédo de 6xido de nitrogénio,

utilizando-se uma curva padrao (73).
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A dosagem de nitrogénio urinario associado aos resultados da
ingestdo de proteinas permitirA a realizacdo do calculo de balanco

nitrogenado (BN) utilizando-se a seguinte equacao (74):

}BN _ <Proteina 24h(g)

ToC ) — Nitrogénio urinario 24h(g) + 4(g)

3.2.2 Creatinina e Uréia

A dosagem de creatinina e ureia foi realizada posteriormente
utilizando-se os kits especificos de creatinina e ureia CE, da Labtest
diagnostica®, com reacdo colorimétrica em espectrofotdmetro de

absorbancia.

4. Andlise Estatistica

Para comparacfes entre os momentos e os diferentes suplementos
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e quando detectada a diferenca,
sera aplicado o teste Tukey para determinar a magnitude das diferencas.
Para as conclusbes estatisticas foi considerado o nivel de 5% de

significancia.

5. Resultados

Participaram 10 individuos do sexo masculino com idade variando
entre 29+8 anos; peso 7712 kg; altura 1.74+0,09 m; IMC 25,43+2,91
K(g/m?, todos com escolaridade superior, residentes em Ribeirdo Preto.
Somente 8 dos 10 participantes conseguiram completar o protocolo do

estudo de forma adequada,
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Os resultados sobre o consumo alimentar registrados 24 horas antes
(PRE) e 24 horas ap0s o protocolo de exercicio e coleta de sangue (POS)
estdo apresentados na tabela 2. Especificamente quanto ao consumo de
proteinas, pode-se observar que, em média, 0s participantes consumiam
1,49 g/kg/dia no momento PRE e 1,70 g/kg/dia no momento POS. E
importante destacar que estes valores representam o consumo alimentar
dos participantes, independentemente do tipo de suplemento utilizado, e que
estes estdo de acordo a ISSN (10).

Com relacéo ao teste de 1RM constatou-se que a carga de treino se
manteve semelhante em termos da carga quando analisadas as medias, o
gue esta diretamente associado com o peso (kg) durante o protocolo de
exercicio o qual ndo apresentou diferencas entre os demais protocolos de
exercicio.

E importante ressaltar que a aleatorizacdo dos suplementos teve a
finalidade de garantir que os participantes consumissem suplementos
diferentes a cada sessdo de treino, assim o0 suplemento consumido nao
interferiu no desempenho no teste de RM.

A tabela 2 apresenta os resultados de monitoramento do desempenho
a cada sesséo de treino de acordo com o tipo de suplemento consumido.
Pode-se observar que a carga do teste de 1RM variou de 306,9 £ 52,07 kg a
322,7+ 50,44 kg, sem apresentar diferencas significativas, o carga do
protocolo de exercicio foi entre 80-85% do RM e a PSE relatada poderia
confirmar a intensidade do esfor¢o realizado (~85% de 1 RM), mesmo sendo

uma percepcado segundo a escala de Borg modificada por Foster et al.(75)
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os valores representam um esfor¢o entre Muito dificil a Maximo. Resultados
associados ao impulso do treinamento (TRIMP) foi calculado multiplicando o
escore da PSE da sessédo (intensidade) pela duracdo total da sessdo em
minutos (volume), incluindo o aquecimento, a volta a calma e as pausas
ativas entre os esforcos (76). De acordo com os resultados, se observou que
com relacdo ao exercicio os participantes apresentaram valores maiores no
dia em que se realizou o protocolo usando PLA, importante destacar que
esses valores ndo foram alterados pelo suplemento pois o protocolo se
realizou antes da suplementacao.

Tabela 1. Registro Alimentar de 24 horas Pré e Pds-suplementacdo e

marcadores do metabolismo proteico.

Tabela 2. Caracterizacdo dos participantes e desempenho fisico durante

cada protocolo de exercicio.

Os dados sobre a Percepcao de Dor Muscular Tardia apos 24h, 48h e
72h apdés o protocolo de exercicio apresentam-se na figura 2. Pode-se
observar que, no teste sentado, os participantes apresentaram maior PDMT
utilizando o suplemento de PLA apds 24h quando comparado com WP,
(p=0,01), apresentando um aumento significativo entre Oh e 24h quando
realizado o protocolo de exercicio na condicdo PLA, (p=0,00); também se
observaram diferencas significativas quando comparada a PDMT na
condicdo WP/CAS entre 48h e 72h apresentando uma diminuicdo
diferenciada comparada aos demais protocolos, (p=0,00). Quanto ao

momento de descer escada foram observadas diferencas significativas
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quando comparada PLA e WP ap0s 24h da realizacdo do protocolo de
exercicio e suplementacédo, (p=0,00) e quando comparado 0s momentos
entre 48h e 72h quando realizado o protocolo de exercicio e suplementacao
com WP/CAS, (p=0,00) e CAS, (p=0,03), como observado na figura 2.

De acordo aos dados obtidos nas concentracbes plasmaticas de
aminoacidos, diferencas significativas se encontraram quando comparadas
as medias entre os suplementos de proteina e o placebo para os
aminoacidos de cadeia ramificada ap6s 60 minutos (Valina; p=0,00,
Isoleucina; p=0,00 e Leucina; p=0,00) e apdés 120 minutos (Valina; p=0,03,
Isoleucina; p=0,00 e Leucina; p=0,00) respectivamente, assim como se
observaram diferencas significativas quando comparadas as medias entre

(WP/CAS e CAS; p=0,01) ap6s 60 minutos como apresentado na figura 3.

Figura 2. Percepcéo de Dor Muscular Tardia (PDMT) apés 24h, 48h e 72h

apos o protocolo de exercicio.

Figura 3. Concentracdo no plasma dos aminoacidos de cadeia ramificada

(Valina, Isoleucina e Leucina).

6. Discusséao
O objetivo do estudo foi comparar os efeitos da suplementacdo de
proteina do soro de leite e caseina sobre o tempo de permanéncia dos
aminoacidos no plasma e metabdlitos finais do metabolismo proteico em
individuos fisicamente ativos. Inicialmente foram analisados os registros
alimentares nas duas situacbes, Pre e POs protocolos de exercicio e

suplementacao. Quando a ingesta alimentar, ndo se observaram diferencias
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significativas como mostrado na tabela 2. Com o intuito de verificar se o
indice de Creatinina e Ureia estad asociado com o Nitrogenio urinario e o
balanco nitrogenado apo0s os protocolos de exercicio e suplementacdo de
proteina observou-se diferencds significativas quando comparadas as
concentracbes de creatinina entre CAS - CAS/WP (p=0,05); CAS — WP
(p=0,03) e e ureia entre CAS - CAS/WP (p=0,05); CAS — WP; (p=0,007) (77)
relatam que a uréia representa cerca de 80 — 90% do nitrogenio urinario; e
foi observado em nosso estudo que essas concentracbes de ureia estdo
acima dos valores esperados para individuos em condicbes normais
(59/24h), o que evidencia uma resposta que poderia estar asociada a fatores
influenciados pelo protocolo de jejum, exercicio ou suplementacao.

Mensurar os niveis de nitrogénio urinario constitui uma ferramenta
indispensavel no entendimento do estado metabdlico dos participantes por
ser um indicador de catabolismo celular e tecidual (78, 79). Eventos como
traumas, queimaduras e cirurgias comumente apresentam um balanco
nitrogenado negativo. De forma contraria, situacdes de anabolismo onde é
necessaria a retencao de nitrogénio, como na gravidez e outros procesos de
anabolismo muscular como exercicio fisico de alta intensidade, apresentam
um balanco nitrogenado positivo, que ajustado com variaveis como [IMC
podem constituir fatores que irdo inflluenciar na sintese proteica (79). Em
nosso estudo foi observado que o balanco nitrogenado apds o protocolo de
exercicio e suplementacdo de CAS, foi significativamente menor comparado

com WP/CAS.
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Em nosso estudo foi observado que o nitrogénio Urinario avaliado
ap6s o protocolo de suplementacdo e exercicio apresentou valores
significativamente menores comparado entre CAS - WP/CAS. A pesar de
todas as condicoes apresentar balanco nitrogenado positivo, quando
suplementado com WP/CAS, este apresenta valores de ~17g/24h valores
asociados a estrese metabdlico elevado (79). Todos os valores relativos ao
metabolismo proteico foram elevados em nosso estudo, e estavam
asociados a ingesta proteica.

O aumento de consumo de proteinas nos momentos POs
foramacompanhado de retencdo na excrecao de creatinina e ureia, que
possivelmente sdo melhor reaproveitados dando resultado a um balanco
nitrogenado elevado em comparacdo a suplementacdo com CAS/WP, que
teve menos consumo de proteinas POS em comparacdo a WP/CAS, que
mesmo nao sendo significativa, foi acompanhada de uma aumento na
excregdo de ureia e creatinina resultando num balanco nitrogenado 10%
menor no grupo CAS/WP. Os dados referentes as caracteristicas de
desempenho durante cada protocolo de exercicio sdo apresentados na
tabela 3, em que pode ser observado que os resultados foram homogeneos
guanto as intensidades usadas durante os protocolos de exercicio, que
foram em torno de 85% do 1RM, constituindo um protocolo de alta
intensidade e de geracdo de dano muscular (70).

Baseados em estudos previos, (80-82) era esperado que a

suplementacdo de proteinas poderia melhorar pardmetros relacionados a

D

percepcdo da dor muscular tardia (DOMS). No estudo de Ra (71),
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caracterizado que a DOMS em resposta a estimulos musculares é
influenciada pelo fato dos participantes estarem em jejum, provando que
guando os participantes suplementam aminoacidos, realizam exercicio fisico
e posteriormente consumo de alimentos, a percepc¢ao subjetiva de dor é
menor quando comparada com a condicdo placebo. No entanto, em nosso
estudo foram observadas diferencas significativas na DOMS quando
comparados WP e PLA APOS 24h quando sentado e descendo escada aps
exercicio de alta intensidade e suplementacdo de proteinas, assim como
diminuicdo da DOMS quando comparado com relagdo ao tempo entre 48h e
72h apods o protocolo de exercicio nas condicdes WP/CAS e CAS. Acredita-
se que os dados do nosso estudo podem corroborar a diminucdo da
percepcao de dor em cada avaliagcdo, associando o consumo de nutrientes
durante as 24h apds, como apresentado na tabela 2.

De acordo aos resultados obtidos sobre a concentragédo plasmatica de
aminoacidos, foi observada diferenca significativa quando comparados 0s
diferentes suplementos utilizados, como apresentado na figura 3. N&o
podemos descartar que o suplemento utilizado pode estar relacionado a
alteracdo do metabolismo proteico, como apresentado na tabela 2. Uma vez
gue os niveis de nitrogénio urinario excretado constituem um bom indicador
de estresse, foi constatado que independente do estimulo/suplementacdo
realizado, o balangco nitrogenado mostrou-se positivo em todas as
avaliacoes.

O suporte nutricional é essencial durante todas as fases do

treinamento, uma vez que embora o treinamento resistido aumente a sintese
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proteica muscular, também resulta em quebra de proteinas (2, 6), o que faz
com que o musculo esquelético permaneca em estado catabdlico na
auséncia de intervencéao nutricional adequada (83). Segundo (14), a ingestao
oral de aminoacidos essenciais (incluindo o BCAA) resulta em sintese
proteica muscular (SPM) e, quando em conjunto com 0 exercicio resistido,
pode apresentar um aumento ainda mais significativo da SPM. Assim, a
correta disponibilidade de aminoacidos ap0s o exercicio parece necessaria
para maximizar 0os aumentos na sintese de proteinas do musculo
esquelético ap6s um periodo agudo de exercicio resistido, e que o
suprimento abundante de aminoacidos pode aumentar o efeito metabdlico

do exercicio sobre as proteinas musculares (7).

7. Concluséo

Diante dos dados abordados, conclui-se que a suplementacdo de
proteina, permite alterar as concentracdes dos aminoacidos, o que manteve
0s niveis plasméaticos de amino&cidos apos exercicio de musculacédo de alta
intensidade, e dependendo da situacdo o possivel reaproveitamento dos
aminoacidos como substrato energetico. O protocolo de jejum e exercicio de
alta intesidade provocou estresse metabdlico aumentando a excre¢do de
nitrogénio urinario. A suplementacdo de proteina promoveu o balanco
nitrogenado positivo sendo um estimulante da sintese proteica muscular
atuando como um estimulo efetivo na diminuiugdo da percepcéo de dor

muscular.
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Tabelas e Figuras

Tabela 1. Registro Alimentar de 24 horas PRE e POS suplementacdo e Marcadores do Metabolismo proteico.

Nutriontes REGISTRO 1 REGISTRO 2 REGISTRO 3 REGISTRO 4 REGISTRO 5
PRE POS A% PRE POS A% PRE POS A% PRE POS A% PRE POS A%
Kcal 1964,50£225,75 2323,91:200,06 15,47 2271,24:415,04 2303,66:270,48 1,41 218547+365,83 2360,33:169,75 7,41 2351,41+257,50 1830,18+255,86 -28,48 2567,15:367,07 2181+336,58 -17,69
PTN (g) 96,00£13,46  133,74£14,05 28,15 103,07422.43  11563+14,76 10,87 10827+1510  166,61+18,56 3502 115.83%11,33  103,55:13,58 -11,86 150,69+30,23 137,16+31,38 -9,87
LIP (g) 59,25+6,04 89,37414,92 3370 98493457  77,13+1316 -27,70 90,79+26,53 85431778  -627 77.7619,05  68,23t897 -13.97 89,2+19.41  70,87+14,20 -25,86
CHO (g) 26170+42,08  251,38+30,38 -4,11 243,08+40,77 436,95+161,15 4437 231,00+4113  256,91+2373 10,05 267,23%3534 224,16+3550 -19,22 290,27+33,00 274,62+39,34 -5,70
Marcadores de CAS/WP CHO WPICAS CAS WP
metabolismo proteico
Creatinina (mg/kg/24h) 25,31+3,86 23,81£13,45 22,28+2,74 17,192,50 25,62+2,76
Ureia (g/24h) 26,07+2,89 22,44+3,20 24,92+3,27 21,3242,98° 27,3242,85
Nitrogenio Urinario 14,9642,11 10,12+1,76 12,09+2,08 12,70+1,66 15,331,88
Balanco nitrogenado 15,2843,52 13,9045, 11 17,97+4,99 5,70+3,37° 10,1845,51

PRE: Registro alimentar 24h antes do protocolo de exercicio e suplementagcdo. POS: Registro alimentar 24h apés o protocolo de
exercicio e suplementacdo. Valores apresentados como media + EP. N=10. A%: Delta de variacdo entre PRE e POS * Diferenca entre

PRE e POS. 2Diferenca entre CAS-CAS/WP, CAS-WP;  Diferenca entre CAS-WP/CAS.
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Tabela 2. Caracterizacdo dos participantes e desempenho fisico durante

cada protocolo de exercicio.

Idade Altura Peso (Kg) IMC
29+8 1,74+0,09 77,30£12,94 25,43+2,91
Desempenho Fisico CAS/WP CHO WP/CAS CAS WP
1 RM (Kg) 309,8+50,62 322,7+50,44 306,6147,83 306,9+52,07 307,5+44,92
PESO (Kg) 264,28+36,45 266,87+39,88 257,83+44,92 256.48+47,71 255,50+43,25
PSE (u.a) 8.1+14 8.3+1,4 7,9+1,2 8.2+0.8 8.1+1,2
F.C (bpm) 123,7+22,04 132,3+18,37 129,6+19,99 131.1£23,06 125.3+29.05
TRIMP (u.a) 2920,2+520,24 3082,8+428,1 3058,8+36,2 3094,6+544,16 2957+685,5
Kcal 345,88+60,04 348,66+62,05 351,43+63,73 347,64161,77 348,57+60,25

Nota: CAS/WP: 80%caseina/20%whey protein, CHO: Carboidrato, WP/CAS:
80%whey protein/20%caseina, CAS: caseina, WP: Whey protein. PSE: Percepc¢éo
subjetiva ao esforco. F.C: Frequéncia cardiaca. TRIMP: indice global da carga de

treino. Kcal: Energia usada na sessao de exercicio. N=10
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Consideracgdes Finais

Ainda existem controvérsias a respeito do uso das propor¢des de proteinas,
como whey protein e caseina, pois ndo esta esclarecido a proporcéo ideal de
uso da associacdo de diferentes proteinas com intuito de estimular a
manutencdo de aminoacidos circulantes na busca de evidenciar resposta
decorrentes da realizacédo do exercicio resistido.

Porém, nossas observacfes sustentam em partes a hipotese do presente
estudo. Nao foi observado que o uso de suplemento com associagao
proteica entre Whey e caseina (80-20%) similar as concentracdes proteicas
do leite materno tenha apresentado niveis de concentracbes dos
aminoacidos circulantes aumentadas quando comparado aos demais grupos
de proteinas. Entretanto, foi observado um melhor nivel na recuperacéo
apos a sessao do esfor¢o avaliado pela percep¢do de dor, assim como um

aumento do balanc¢o nitrogenado sugerindo maior retencéo proteica.
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Apéndice 1- Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

USEom@
. ) Universidade de S&o Paulo
Escola de Educagéo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto
EEFERP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome da pesquisa — “Uso de Whey protein e Caseina efeito sobre metabolismo
proteico apods exercicio de forga”.

Profé. Dr. Ellen Cristini de Freitas — Docente responsavel/ e-mail:
ellenfreitas@usp.br

Av. Bandeirantes, 3900 - Monte Alegre, CEP:14049-907, Ribeirdo Preto/SP ,
Telefone: (16) 3315-0445; telefone pessoal (16) 981560770.

Leia com bastante atencdo as explicacdes abaixo:

O leite materno apresenta uma relacdo das proteinas do soro do leite de 60-
70% e em caseina de 30-40%, isso proporciona uma biodisponibilidade aumentada e
um esvaziamento gastrico mais rapido, enquanto o leite de vaca apresenta proporcoes
contrarias as descritas ao leite materno. Diante disso, acredita-se que estudar um
suplemento alimentar com uma proporcao proteica similar ao leite materno podera
ocasionar beneficios referentes ao metabolismo proteico e recuperagdo muscular.
Nesse contexto, a pesquisa intitulada “Uso de Whey protein e Caseina efeito sobre
metabolismo proteico apés exercicio de for¢a” tem como objetivo comparar 0s
efeitos da suplementacdo de proteina do soro de leite e caseina em diferentes
proporcOes sobre o tempo de permanéncia dos aminoacidos, e metabolitos finais do
metabolismo proteico (nitrogénio urinario, creatinina e ureia).

Além dos possiveis beneficios citados acima, os atletas terdo acesso a todos
os resultados referentes as suas avaliagdes.
Os voluntérios serdo submetidos as seguintes avaliagdes nas dependéncias da Escola
de Educacado fisica e Esporte de Ribeirdo Preto - EEFERP - USP:

1. Serdo coletadas amostras de 10mL de sangue da veia ante cubital dos
voluntarios nos quatro momentos da pesquisa, no periodo basal (pré),
imediatamente apos e cada 30 minutos ate completar 5 horas apds sessdo de
exercicio para quantificar (leucina, isoleucina e valina).

2. A coleta de sangue sera realizada por uma auxiliar de enfermagem da
Unidade de Pesquisa Clinica do Hospital das Clinicas — UPC-HC-FMRP-
USP no Hospital das Clinicas.
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3. O protocolo de exercicio que sera utilizado consiste em 10 series cada uma
de 8 repeticdes no “leg press” com 2 minutos de intervalo entre cada serie,
iniciara com 85% de 1RM e a cada serie sera realizada uma reducdo de 5%
da carga inicial. O procedimento descrito serd realizado no laboratério de
Cine antropometria e Desempenho Humano da Escola de Educacgéo Fisica e
Esportes de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo (EEFERP USP).
Em casos de intolerancia a lactose, o atleta ndo podera participar do estudo.

5. Sera realizada a suplementacédo de 20g de Caseina ou Whey protein e 20% de
Caseina e 80% de Whey protein combinado, 80% de caseina e 20% de Whey
protein imediatamente ap0s sesséo de exercicio.

6. Vocé recebera um frasco plastico especifico para coleta de urina (capacidade
de 2 litros) e devera iniciar a coleta na primeira urina do dia e continuar
coletando todas as vezes que urinar até completar o periodo de 24 horas
(primeira urina do dia seguinte). O frasco devera ser fechado e armazenado
em geladeira durante todo o periodo da coleta e mantido refrigerado até o
momento de entregar para o pesquisador responsavel.

7. O protocolo tera 4 momentos, o primeiro com a suplementacdo de Caseina, 0
segundo momento com a suplementacdo de Whey protein, o terceiro
momento com a suplementacdo de 20% de Caseina e 80% de Whey protein
combinado e o quarto momento com a suplementacdo de 80% de caseina e
20% de Whey protein combinado, sendo por sorteio aleatério tendo um
intervalo de uma semana entre cada suplemento.

e

Ao participar dessa pesquisa vocé poderd sentir um pequeno desconforto
resultante da coleta de sangue. N&o existem riscos previsiveis.

O exercicio de “leg press” de alta intensidade pode provocar dores
musculares ap0s a sessdo de treino podendo permanecer durantes 2 a 3 dias.
Ndo terd& nenhuma despesa ao participar desse estudo, mas caso seja
necessario terd o reembolso para  eventuais despesas, assim como havera
indenizacgdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa de acordo
com as leis vigentes.

Sua participacdo ndo é obrigatdria. Vocé participa apenas se tiver interesse e
disponibilidade.

Durante a pesquisa vocé podera desistir a qualquer momento.

Os resultados obtidos com a pesquisa serdo mostrados em congressos e serdo
publicados em revistas cientificas, mas o seu nome ndo serd divulgado de
maneira nenhuma, ninguém vai saber que aqueles resultados sdo seus,
garantindo assim sua privacidade. Seu nome ndo sera divulgado para outras
pessoas, de forma que sua identidade sera mantida em segredo.

E importante salientar que uma via do presente documento ira ficar com vocé
e uma segunda via sera arquivada junto aos documentos do projeto a ser
desenvolvido pelos pesquisadores, portanto vocé deverda efetuar duas
assinaturas.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Nome da pesquisa — “Uso de Whey protein e Caseina efeito sobre metabolismo
proteico apos exercicio de forga”.
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Vocé poderé tirar davidas e receber esclarecimentos sobre os resultados da
pesquisa a qualquer momento com a pesquisadora responsavel Profa. Dra. Ellen
Cristini de Freitas (16) 3315-0345, 16-981560770 da Escola de Educacdo Fisica e
Esporte de Ribeirdo Preto (EEFERP-USP).

Eu , RG :
Estado Civil , ldade anos, Residente na
, n° , Bairro , Cidade
, Telefone
Ribeirdo Preto, de de 2017.

Participante

Prof? Dra Ellen Cristini de Freitas

Av. Bandeirantes, 3900 - Monte Alegre
CEP: 14049-907 Ribeirédo Preto/SP
Telefone: (16) 3315-0345

Email: ellenfreitas@usp.br

Para notificacdo de qualquer situacao, relacionada com a ética, que ndo puder
ser resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com a:

Escola de Educacdo Fisica e Esporte de Ribeirdo Preto-USP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - EEFERP - USP

Avenida dos Bandeirantes, 3900 — CEP: 14040-907 - Ribeir&o Preto - SP

Fones: (16) 3315-0494

e-mail: cep90@usp.br

Homepage: http://www.eeferp.usp.br/
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Apéndice 2- Modelo da Escala Visual de Percepcéo de dor.

PERCEPCAO SUBJETIVA DE DOR

Sem dor Muita dor
I I
I I
Sem dor Muita dor
I I
| I
Sem dor Muita dor
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Apéndice 3- Modelo de Diario Alimentar

Nome:

Data:

Registro Alimentar 24 horas

Descreva detalhadamente o alimento e também a quantidade consumida deste
alimento (conforme o exemplo abaixo). Anotar logo ap6s 0 consumo.

HORA | ALIMENTO QUANTIDADE

07:45 | Banana nanica 1 unidade (de 1 palma)
Leite integral 2/3 copo requeijao
Café 1/3 copo americano
Bolacha agua e sal 4 unidades
Margarina com sal light 1 colher de sobremesa rasa

HORA | ALIMENTO QUANTIDADE
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