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RESUMO

TON, Winder Tadeu Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2014.
Efeito da ingestao do isolado proteico do soro de leite e da soja no perfil
antioxidante, na resposta metaboélica e no desempenho fisico em homens ciclistas.
Orientadora: Rita de Cassia Gongalves Alfenas. Coorientador: Jodo Carlos Bouzas
Marins.

Metodologia: Trata-se de um estudo crossover randomizado, no qual 10 homens
ciclistas participaram de 3 etapas experimentais com duracdo de 8 dias. Em cada etapa,
os ciclistas ingeriram 1 dos 3 tipos bebida, contendo (soro de leite ou de soja) ou ndo
isolado proteico (controle). No primeiro e no oitavo dia de cada etapa experimental, os
ciclistas se apresentaram ao laboratério, ap6s 10 horas de jejum e ingeriram a bebida
testada. A seguir, foi feito exercicio fisico em cicloergdmetro durante 45 minutos,
dividido em duas partes: aquecimento e exercicio principal. O aquecimento teve
duracdo de 15 minutos, com trés niveis de intensidade (FCR 40-50%, 50-55% e 60—
70%) a 60 rpm (=20 km/h). O exercicio principal, teve duracdo total de 30 min,
constituido de 6 ciclos de 5 minutos. Cada ciclo teve 3 fases. Fase 1: duracdo de 1,5
min, carga 3 watts/kg de peso corporal a 60 rpm; Fase 2: duracdo 3 min, carga 2 watt/kg
a 60 rpm; Fase 3: sprint de 30 seg, carga 6 watts/kg e velocidade maxima. Para o
célculo do desempenho, foram somadas as distancias percorridas nos 6 sprints. O gasto
energético, termogénese induzida pela dieta e a oxidacdo de substratos foram avaliados
durante o protocolo. Amostras de sangue foram coletadas para andlise da glicemia,
insulinemia e lactato nos tempos 0 (jejum), 30, 60 75, 85, 105 min (exercicio). Os niveis
de marcadores do estresse oxidativo foram avaliados no tempo 0 e 105 min. Aplicou-se
Teste t pareado, para detectar diferencas nos parametros avaliados, ao inicio e ao final
de cada etapa experimental. Para verificar diferencas entre os tratamentos, aplicou-se o
teste ANOVA One-Way, seguido pelo teste de Dunnet. O teste ANOVA de Medidas
Repetidas, seguido por Tukey foi aplicado para verificar a interacdo entre os fatores
tempo e tratamento. As diferencas entre os niveis de marcadores entre os tratamentos foi
avaliada por analise de covariancia (ANCOVA), seguida por Tukey-Kramer. O critério
de significancia estatistica adotado foi p<0.05. Resultados: Os ciclistas tinham (média +
erro padrao) 26,8+8 anos de idade; indice de massa corporal 22,83+2,14 kg/m2;
12,643,5% de gordura corporal; VO2max 58,942,3ml-kg-1-min-1. O desempenho dos

ciclistas e a oxidagao lipidica, no 8° dia de ingestdo do soro de leite foi maior que o da
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soja e o controle (1.8+£0.6 e 1.75+£0.55km, respectivamente, p<0.05). Ao 8° apds o
exercicio as bebidas com soro de leite e soja aumentaram a atividade da glutationa
peroxidase e concetracdo da glutationa e evitaram o aumento dos niveis de TBARS e 8-
isoprostano, em relagdo ao controle (p<0.05). Conclusdo: A ingestdo de bebida
contendo isolado proteico de soro de leite por oito dias consecutivos aumentou o
desempenho fisico e a oxidacdo lipidica no ciclistas. Tanto as proteinas do soro de leite
quanto da soja foram capazes de melhorar o perfil antioxidante dos ciclistas apds o

exercicio.

Pavlavras chave: proteina do soro de leite, proteina de soja, estresse oxidativo, resposta

metabolica, desempenho fisico, ciclistas.
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ABSTRACT

TON, Winder Tadeu Silva Ton, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2014.
Effect of isolate protein consumption from whey and soy on antioxidant profile,
metabolic response and performance in cyclists men. Advisor: Rita de Céssia
Gongalves Alfenas. Co-advisor: Jodo Carlos Bouzas Marins.

Methodology: This is a randomized crossover study, in which 10 men trained cyclists
participated in 3 experimental phases of 8 days length each. In each phase cyclists drunk
1 of 3 types of test drinks containing isolate protein (whey or soy) or not (control). In
the first and last days of the experimental phase, cyclists attended to the laboratory in
the morning (after 10 h fasting) to drink the test drink. Then, an exercise protocol was
performed in cycloergometer for 45 minutes, which was divided in two parts: warm-up
and exercise. The 15 min warm-up had three levels of intensity (HRreserve: 40-50%,
50-55% e 60-70%) with 60rpm (=20 km/h) of cadence. The 30 min exercise was
composed of 6 cycles of 5 min. Each cycle had three levels of intensity. Level 1: 2
watts/kg during 3 min at 60 rpm; Level 2: 3 watts/kg during 1,5 min at 60 rpm; Level 3:
6 watts/kg during 30 s sprint at maximum cadence. The distances performed in all 6
sprints were summed to assess performance. Energy expenditure and rate of substrate
oxidation were measured. Blood samples were collected to assess glycemia, insulinemia
and lactate concentrations at times 0 (fasted), 30, 60, 75, 85 and 105 min (post
exercise). Concentrations of oxidative stress markers were assessed at 0 and 105 min.
The differences between beginning and ending of each experimental phase were
analyzed by Student t test. The differences between treatments were analyzed by One-
way ANOVA, followed by Dunnet test. repeated measures ANOVA, followed by
Tukey were applied to assess interactions between time and treatment. Differences in
the concetrations of oxidative stress markers were analyzed by ANCOVA, followed by
Tukey-Kramer. The criterion for statistical significance adoted was p<0.05. Results:
Cyclist were (mean + SE) 26.8+8 years old; had body mass index 22.83+2.14 kg/mz;
12.6+3.5% of body fat; VO2max 58.9+2.3mlkg-1-min"'. Performance and lipid
oxidation increased in the eighth day of whey protein consumption compared with soy
and control. At day eight, after exercise, whey and soy increased gluthatione peroxidase
activity and gluthatione concentration. Both types of proteins inhibited an increase in

TBARS and 8-isoprostane concetrations compared with control.  Conclusion:



Consumption of whey protein drink for eight consecutive days increased performance
and lipid oxidation in trained cyclists. Whey and soy proteins improved the antioxidant

profile of cyclists after exercise.

Key words: whey protein, soy protein, oxidative stress, metabolic response,
performance, cyclists.
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EFEITO DA INGESTAO DO ISOLADO PROTEICO DO SORO DE
LEITE E DA SOJA NO PERFIL ANTIOXIDANTE, NA RESPOSTA
METABOLICA E NO DESEMPENHO FISICO EM HOMENS
CICLISTAS

INTRODUCAO GERAL

O ciclismo é um esporte de competicdo que na ultima década tem tido mais
destaque (SKY; British Clycling, 2012). Apds as Olimpiadas de Londres, no ano de
2012, sua popularidade mundial aumentou de 38 % para 45 %. Tanto a modalidade de
ciclismo de estrada, quanto a de mountain bike, exigem do ciclista treinamento fisico
para suportar diferentes intensidades de exercicio (aerébico ou anaerdbico), para aplicar
alta forca em curto tempo (subidas e sprints) e resisténcia muscular e
cardiorrespiratoria para suportar as provas de longa duracdo. Estes trés aspectos
fisiolégicos do ciclismo conferem o desempenho fisico do atleta. Portanto, o nivel de
desempenho fisico € a chave para o sucesso esportivo. Nesse sentido, a ingestdo de uma
dieta nutricionalmente adequada, oferecendo suporte caldrico e de nutrientes, se torna
importante para alcangar o sucesso (SBME, 2009).

Os carboidratos da dieta, sdo essenciais tanto para manter os estoques de
glicogénio e quanto para manter niveis glicémicos adequados, ambos necessarios
durante a realizacdo dos exercicios de alta intensidade e longa duragao (SBME, 2009).
A ingestdo de carboidratos pré e pds-exercicio para maximizar e repor os estoques de
glicogénio € uma prética eficaz e bem documentada pela literatura cientifica (Kerksick
et al., 2008). Entretanto os carboidratos por si s6, ndo sdao capazes de estimular a sintese
proteica muscular e a resposta adaptativa ao exercicio de longa duracdo (Maughan,
2003). Durante os treinos e competi¢cdes de provas de longa duracdo, a homeostase
muscular € alterada, ocorrendo protedlise muscular que se estende ao periodo pds-
exercicio (Ivy, 2004). Por esta razdo, as proteinas s@o um importante substrato para
reparar o dano muscular através da sintese proteica e proporcionar adaptacdo muscular
ao tipo de exercicio (Hill et al., 2013; Cox et al., 2010).

As proteinas do soro de leite e de soja t€ém recebido atencdo especial por serem

proteinas de alto valor bioldgico e de rdpida e intermedidria digestao, respectivamente.



Estudos demonstraram efeito positivo dessas proteinas na recuperacdo e hipertrofia
musculares (Yang et al., 2012a; Yang et al., 2012b; Burke et al., 2011; Harber et al.,
2010; Moore et al., 2009; Tang et al., 2009; Tipton et al., 2004). Além disso, a proteina
do soro de leite exerce efeito insulinotrépico (Nilsson; Bjorck 2007) e é capaz de manter
os niveis de glicose sempre constantes, sem picos hiperglicémicos e grandes flutuacdes
(Ton et al., 2014). A elevacdo acentuada da glicemia pode resultar em hipersecrecdo
insulinica, promovendo a queda acentuada da glicemia (Ludwig, 2002), o que pode
comprometer a oferta adequada de energia advinda de carboidratos necessdria para a
realizacdo do exercicio fisico, principalmente quando consumida antes do inicio da
atividade.

A reducgdo das reservas de glicogénio e da concentracio de ATP nas células
musculares € uma das causas da fadiga muscular periférica. Argumenta-se que o0s
aminodcidos de cadeia ramificada (AACR) podem ativar o complexo enzimatico
desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia ramificada, que por sua vez promove a
oxidagdo desses aminodcidos aumentando a producdo de ATP em niveis adequados para
atender a demanda energética durante a realizacdo do exercicio, principalmente em
condi¢des extremas. Em provas de longa duracdo, a disponibilidade de AACR podem
poupar as reservas de glicogénio durante o exercicio (Aradjo et al., 2006). A proteina do
soro do leite (leucina: 92,4 mg/g, isoleucina: 54,3 mg/g e valina: 50,7 mg/g) e a da soja
(leucina: 73,0 mg/g; isoleucina: 40,2 mg/g valina: 43,96 mg/g) apresentam altos teores
de AACR (Hughes et al., 2011). Assim, acredita-se que o consumo desses tipos de
proteinas possa melhorar o desempenho esportivo.

Durante os processos metabdlicos de producdo de energia, as mitocOndrias
geram espécies reativas (de oxigénio ou de nitrogénio) ou radicais livres. Essas espécies
reativas podem ser naturalmente eliminadas das células ou convertidas em moléculas
menos nocivas, apds a atuacdo de enzimas do complexo antioxidante (como a
superdxido dismutase e glutationa peroxidase) (Mantena et al., 2008; Batinic-Haberle et
al., 2010).

Durante o repouso, os individuos que praticam atividade fisica regularmente
conseguem eliminar essas espécies de maneira mais eficientes do que os individuos
sedentdrios (Jammes et al., 2004). Apesar disto, a realizacdo de exercicios que requerem
grande gasto de energia, principalmente aqueles de longa duracio (provas de ciclismo,
maratonas, natacdo, etc.), pode resultar em altos niveis no organismo, favorecendo a

ocorréncia de estresse oxidativo, aumento dos niveis plasméticos de marcadores de



peroxidacdo protéica (proteina carbonilada) ou lipidica (substancias reagentes ao acido
tiobarbitdrico — TBARS e isoprostanos) (Pepe et al., 2009; Petry et al., 2010).
Argumenta-se que a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
deve ser minimizada, para que haja um desempenho fisico adequado (Mariotti et al.,
2003).

As proteinas da soja e do soro do leite sdo 6timas op¢des para serem inseridas na
alimentacdo, pois contém todos os aminodcidos essenciais. Entretanto, ainda ndo foram
documentados os efeitos no rendimento esportivo resultantes do consumo de tais
proteinas, por vdrios dias consecutivos e suas decorréncias no metabolismo e no estresse
oxidativo. Deste modo, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito de
diferentes isolados proteicos sobre o desempenho fisico, metabolismo e nos niveis de

marcadores do stess oxidativo.
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Artigo - EFEITO DA INGESTAO DO ISOLADO PROTEICO DO SORO DE
LEITE E DA SOJA NO PERFIL ANTIOXIDANTE, NA RESPOSTA
METABOLICA E NO DESEMPENHO FISICO EM HOMENS CICLISTAS



Introducao

O bom desempenho fisico é a chave para o sucesso dos atletas. A ingestdo de
uma dieta adequada € essencial para que o atleta alcance o sucesso na realizagdo dos
esportes.

Os carboidratos dao o suporte energético requerido a realizacao de exercicios de
moderada a alta intensidade, como o ciclismo (Sherman, 1995). A importancia da
ingestdo de carboidratos pré e pds-exercicio para maximizar e repor os estoques de
glicogénio, respectivamente, estd bem documentada pela literatura cientifica (Kerksick
et al., 2008). Por outro lado, as proteinas ingeridas podem estimular a sintese proteica,
favorecendo o reparo do dano muscular apds a préitica de exercicios fisicos e a
adaptacdo muscular ao exercicio de longa duracdo (Hill et al., 2013; Cox et al., 2010;
Maughan, 2003). Essa proteina pode ainda fornecer a energia requerida durante os
exercicios de maior duracdo (Araujo-Jr et al., 2006; Aoi et al., 2011). Acredita-se que
alguns tipos de proteina apresentam poder antioxidante (Xu et al., 2011; Sinha et al.,
2007; Beerman et al., 2009) e podem diminuir o efeito deletério do estresse oxidativo
em atletas. Todos esses efeitos podem favorecer o desempenho de um atleta.

Durante a realizacdo de exercicios fisicos, hd aumento do consumo e do fluxo de
oxigénio, especialmente nas células musculares, responsdveis pela contracdo. Esse
aumento do fluxo de oxigénio na cadeia transportadora de elétrons pode exceder a
capacidade de oxidagdo, originando espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
(Packer et al., 2008). Se a producdo cronica dessas espécies reativas exceder a
capacidade de producao de agentes antioxidantes, pode haver oxidacdo de componentes
celulares, levando a perda de organelas ou até mesmo a apoptose (Halliwell; Gutteridge,
2007). A producdo excessiva de agentes oxidantes em relagdo aos antioxidantes
denomina-se estresse oxidativo, podendo resultar em dano celular (Veskoukis et al.,
2007), atrofia e fadiga muscular (Powers et al., 2011), comprometendo assim, o
desempenho durante os exercicios fisicos.

Embora os resultados dos estudos tenham demonstrado o efeito positivo no
desempenho das proteinas para ciclistas (McLeave et al., 2011; Ferguson-Stegall et al.,
2010; Saunders et al., 2009; Valentine et al., 2008; Rowland et a., 2008; Saunders et al.,
2004; Ivy et al., 2003) comparada aos carboidratos, pouco se sabe sobre o efeito de

diferentes proteinas sobre o desempenho. Acredita-se que o referido efeito esteja



associado a velocidade de digestdo e a qualidade das proteinas ingeridas (Reidy et al.,
2013).

As proteinas de soro de leite e soja sdo de rdpida e moderada digestdo,
respectivamente. Além disso, a alta concentragdo e alta biodisponibilidade de
aminodcidos essenciais nessas proteinas (Campbell et al., 2007) permitem a melhor
recuperagdo e a hipertrofia musculares (Yang et al., 2012a; Yang et al., 2012b; Burke et
al., 2011; Harber et al., 2010; Moore et al., 2009; Tang et al., 2009; Tipton et al., 2004).
Acredita-se que o alto teor de aminodcidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e
valina) pode favorecer o aumento dos estoques de glicogénio (Campos et al., 2011) e
que estdo envolvidos na modulacdo das respostas glicEémica e insulinémica (Ton et al.,
2014; Akhavan et al., 2010; Nilsson et al., 2004), da resisténcia a fadiga muscular
(Chen et al., 2014) . Além disso, € possivel que as proteinas do soro de leite (Xu et al.,
2011; Sinha et al. 2007) e da soja (Beermann et al. 2009; Chen et al., 1995) exercam
efeitos positivo no desempenho de atletas, uma vez que ambas cont€ém peptideos que
apresentam alto poder antioxidante.

As proteinas em geral, também tém um papel importante no metabolismo
energético, por aumentarem a termogénese induzida pela dieta (Alfenas et al., 2010;
Halton; HU 2004; Jonhston et al., 2002; Karst et al., 1984; Nair et al., 1983). Em atletas
praticantes de esporte de longa duragdo (como o ciclismo) pode haver adaptacdes
metabodlicas que levam ao aumento da utilizagdo de lipideos como substrato energético
durante o exercicio (Hawley et al., 1998). Sugere-se que o aumento da capacidade de
oxidacdo lipidica durante o exercicio esteja relacionado ao desempenho fisico dos
atletas (Achten; Jeukendrup, 2004). O consumo de carboidrato prévio ao exercicio
suprime a oxidagdo lipidica (Bennard and Doucet 2006; Horowitz et al. 1997;
Jeukendrup et al. 1998; Roy et al. 1998). Entretanto, o efeito da ingestdo de proteinas
sobre a oxidacgdo de substratos para producdo de energia em atletas ndo esté claro.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do consumo de
isolados proteicos de soro de leite e de soja sobre os niveis dos marcadores do estresse
oxidativo induzido pelo exercicio, no metabolismo energético e no desempenho fisico

em homens ciclistas.



Metodologia

Amostra

O recrutamento foi feito por meio de cartazes no campus da universidade, nas
academias e grupos de ciclismo da cidade. Os interessados foram entrevistados (76
homens ciclistas treinados e praticantes de atividade fisica) para verificar se atendiam
aos critérios de inclus@o. Nesta entrevista eram esclarecidos todos os objetivos e
procedimentos do estudo. A seguir, 15 ciclistas foram encaminhados ao laboratério para
realizacdo de exames bioquimicos e avaliacdo da composi¢ao corporal. Destes apenas
12 foram recrutados. Entretanto, 2 ciclistas desistiram de participar ao inicio do estudo,
1 ciclista apresentou niveis alterados de glicose, triglicerideos, colesterol total e fragdes.
Este altimo ciclista, recebeu uma consulta nutricional e uma dieta prescrita.

Participaram do estudo 10 homens ciclistas treinados e sauddveis. Foram
considerados os seguintes critérios de inclusdo: pratica regular de ciclismo (no minimo
3 vezes/semana) nos ultimos 4 meses, idade entre 18 e 30 anos, gordura corporal entre
12 e 20 % (Seedo, 2000), ndo fumantes ou etilistas, nivel de restricao/desinibicao
alimentar < 14 (Strunkard; Messick, 1985), ingestao proteica habitual entre 1,2 e 1,4 g
por kg de peso por dia (SBME, 2009), ndo fazer uso de medicamentos que alteram o
metabolismo, ndo utilizar suplementos dietéticos para desempenho esportivo, sem
historico familiar de doengas renais, intestinais inflamatorias, alergia ou intolerancia aos
ingredientes das bebidas testadas, além de apresentar pressdao arterial e niveis
sanguineos de glicose, triglicerideos, colesterol total e suas fracdes normais.

O estudo teve um poder estatistico de 95% (Mera et al., 1998), o valor médio e o
desvio padrdo apresentados pelos participantes no baseline e uma diferenca de 15%
para o valor médio de Sprints (variavel principal) (Rankin et al., 2006).

Antes de serem incluidos no estudo, todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vicosa
(Ref.131/2012/CEPHO05-12-04). Este estudo estd em conformidade com os termos da

Declaracao de Helsinki.



Desenho experimental

Trata-se de um estudo crossover randomizado, em que os ciclistas completaram
3 etapas experimentais. Em cada etapa, os ciclistas fizeram a ingestdo de uma bebida
contendo 0,5g proteina/kg de peso, durante oito dias consecutivos. Houve um intervalo
de no minimo uma semana entre uma etapa e outra. No primeiro e no oitavo dia de cada
etapa, os ciclistas compareceram ao laboratério ap6s 10 h de jejum, para uma sessdao
experimental, em que foi feito a mensuracdo do gasto energético, além da realizagcdo de
exercicio fisico e coleta de amostras sanguineas. Do segundo ao sétimo dia, os ciclistas
compareceram ao laboratério pela manha e ingeriram a bebida testada.

O nivel de atividade fisica dos participantes foi avaliado ao inicio de cada etapa
experimental. Para caracterizacdo da amostra, os ciclistas foram submetidos ao teste de
Consumo Miéximo de Oxigénio (VOzmax). A ingestdo habitual foi avaliada, antes do
inicio do estudo e a ingestdo alimentar em cada etapa também foi avaliada.

No primeiro dia de cada etapa, os participantes do estudo receberam um plano
alimentar, com uma lista de substitui¢do especifica, para ser seguido durante os 8 dias
de cada etapa. Esse plano foi elaborado levando em consideracdo o teor de
macronutrientes e fibras apresentado pela bebida testada. Isso foi realizado para que

pudéssemos atribuir os resultados a qualidade proteica de cada bebida.

Bebidas Testadas: Foram testados trés tipos de bebidas contendo (soro de leite
ou soja) ou ndo isolado proteico (controle). Todas continham 350 ml 4gua e os mesmos
ingredientes (Tabela 1). As bebidas continham valores semelhantes de calorias,
macronutrientes e fibras (Tabela 2). A bebida ingerida forneceu em média 15 a 20% de
suas necessidades caloricas diarias de cada participante. O perfil aminoacidico das

proteinas do soro de leite e da soja adicionadas as bebidas € apresentado na Tabela 3.

Teste de Exercicio Fisico: O exercicio foi realizado no Laboratério de
Performance Humana, em cicloergdmetro ISO1000 (SCIFIT, Berkshire, UK), 1 h apds
a ingestdo da bebida testada. O protocolo do exercicio foi composto por duas partes,
aquecimento e exercicio. Para a adaptacdo ao exercicio, o aquecimento foi dividido em
3 fases de 5 minutos cada uma, totalizando 15 minutos, com cargas diferenciadas em
funcdo do calculo da zona alvo, tomando como referéncia o conceito de frequéncia
cardiaca de reserva (FCR) (Karvonen et al.,1957). Dessa forma, as fases adotadas

foram: Fase 1: 5 min 40 — 50 % FCR; Fase 2: 5 min 50 — 55 % FCR; Fase 3: 5 min 60 —
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70 % FCR. Em todas essas fases a velocidade foi constante (60 rpm = 20 km/h). A parte
do exercicio foi composta por 6 ciclos de 5 minutos, totalizando 30 minutos de duragdo.
Cada ciclo foi composto por 3 fases. Assim, Fase 1: dura¢do de 3 min com carga de 2
watt/kg de peso corporal e velocidade constante de 60 rpm; Fase 2: durag¢do de 1.5 min
com carga de 3 watts/kg de peso corporal e velocidade constante de 60 rpm; Fase 3:
Sprint com duracdo de 30 segundos com carga de 6 watts/kg de peso corporal e
velocidade médxima (Figura 1). Imediatamente antes do inicio do exercicio e a cada 15
min, a hidratacdo do ciclista foi realizada com 4gua filtrada na proporc¢ao de 3 ml/kg de
peso corporal. Durante o exercicio foram monitorados de forma continua a frequéncia
cardiaca (Polar A1, Finland) e a cada 15 min foram aferidas a pressdo arterial e aplicado

a Escala Subjetiva de Esfor¢o (Borg, 1998).

Tabela 1. Ingredientes utilizados para o preparo das bebidas testadas:

Ingredientes Soro do leite Soja Controle

Isolado Proteico do Soro de leite X

Isolado Proteico da Soja X

Leite em pé desnatado X

Chocolate em po X X X

Acucar Cristal X X

Cobertura de Chocolate X X

Oleo de Soja X X

Adocante X X X

Tabela 2. Composi¢ao nutricional das bebidas testadas no estudo:

Calorias  Carboidratos Proteinas Gorduras Fibra
Bebida (kcal) (g (g totais (g) Alimentar

)

Soro do leite 361,3 55,4 30,5 1,9 2,6

Soja 3614 55,5 30,5 1,9 4,2

Controle 340,3 52,2 28,7 1,8 3,6
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Tabela 3. Composicdo aminoacidica das proteinas adicionadas as bebidas testadas, em

100g de proteinas:

Soja Soro de leite

(Hughes et al., 2011) (Gunnerud et al., 2012

Alanina 4.3 5,5
Arginina 8.4 2,1
Acido Aspirtico 12,4 11,9
Cisteina 1,3 2,7
Acido Glutamico 19,4 19,5
Glicina 4,2 1,8
Histidina 2,6 2,0
Isoleucina 4,9 7,6
Leucina 8.2 11,4
Lisina 6,3 10,4
Metionina 1,3 2.4
Fenilalanina 5,2 3,2
Prolina 5,2 7,3
Serina 5,1 5,7
Treonina 3,7 8,1
Triptofano 1,3 2,0
Tirosina 3,9 3,1
Valina 5,1 6,6
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Figura 1: Protocolo experimental realizado com 10 ciclistas treinados. TMB = Taxa
Metabdlica Basal, TID = Termogénese Induzida pela Dieta, FCR = Frequéncia Cardiaca de
Reserva, RPM = Rotacdes por Minuto, Min = Minutos.
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Andlises bioquimicas e da concentracdo de marcadores do estresse oxidativo

No primeiro e no oitavo dia de cada etapa experimental, amostras sanguineas
foram coletadas nos tempos 0 (imediatamente antes da ingestdo), 30, 60, 75, 85 e 105
min apds a ingestdo da bebida, para avaliacdo da glicemia e insulinemia. O nivel de
lactato sanguineo foi avaliado no tempo 60 min, imediatamente antes do inicio da
realizacdo do exercicio e nos tempos de 75, 85 e 105 min (durante o exercicio).
Amostras de urina foram coletadas nos tempos O (jejum), 60 e 135 min (Figura 1).

A glicemia e os niveis de lactato foram determinados pelo teste enzimatico-
colorimétrico e a andlise foi feita pelo aparelho Roche Hitachi Cobas Mira (Roche, US).
A insulina foi avaliada por quimiluminescéncia com auxilio do aparelho Immulite 2000
Immune Assay System (Siemens, US). Apoés as andlises, foram calculadas a &rea
incremental (1IAUC) pelo método trapedoizal utilizando o software Prisma (Graphpad,
US), para avaliar a glicemia, insulinemia e os niveis de lactato. As amostras de urinas
foram armazenadas em freezer -20 °C. Foi realizada a determinagcdo de nitrogénio
urinario pelo Método de Kjeldal (AOAC, 1995).

Para mensuracdo de niveis dos marcadores do estresse oxidativo, amostras
sanguineas coletadas nos tempos 0 (jejum) e 105 min (apés o exercicio) foram
utilizadas para avaliacdo da capacidade antioxidante total, da atividade enzimadtica
superoxido dismutase e glutationa peroxidase, glutationa total, TBARS, 8-isoprostano e
proteina carbonilada. Apds a coleta das amostras sanguineas, os tubos com heparina,
foram centrifugados a2 1000 x g a 4 °C por 10 minutos. O plasma foi retirado e
armazenado a -80 °C até a realiza¢@o das andlises. As leituras de fotometria de placa foi
realizada com auxilio do Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo
Scientific, Finland). Os testes descritos a seguir foram realizados conforme o protocolo
do fabricante:

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi monitorada utilizando o
Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman Chem Corp, MI), pela reagdo da xantina
oxidase. Foi utilizado 10 pl de plasma e a leitura da absorvancia foi feita a 460 nm.

O Glutathione Assay Kit (Cayman Chem Corp, MI) foi utilizado para quantificar
os niveis de glutationa total (GSH), através da reacdo da glutationa com acido
nitrobenzoico (DTNB). Foi utilizado 50 pl de plasma e a leitura da absorvancia foi feita
2405 nm.

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi monitorada indiretamente pela

reacdo com a glutationa redutase com o Glutathione Peroxidase Assay Kit ( Cayman
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Chem Corpo, MI). Foi utilizado 20 pl de plasma e a leitura da absorvancia foi feita a
340 nm.

Para verificar a capacidade antioxidante total do plasma, foi utilizado o
Antioxidant Assay Kit (Cayman Chem Corp, MI), que monitora a capacidade dos
antioxidantes presentes no plasma em inibir a oxidacdo do ABTS (2,2’-azino-di-[3-
etilbenztiazolina sulfonato]) pela agdo da metmioglobina. Foi utilizado 10 ul de plasma
e a leitura da absorvancia foi feita a 405 nm.

A oxidacdo de proteinas foi monitorada utilizando o Protein Carbonyl
Colorimetric Assay Kit (Cayman Chem Corp, MI), pela reacio de DNPH (2,4-
dinitrofenil-hidrazina) com os grupos carbonil resultando na formacdo de 2.4-
dinitrofenil(DNP)hidrazona. Foi utilizado 200 pl de plasma e a leitura da absorvancia
foi feita a 560 nm.

Com o auxilio do 8-Isoprostane Elisa Immune Assay Kit (Cayman Chem Corp,
MI), pode-se quantificar a peroxidagdo lipidica do plasma. A reacdo de baseia na
competi¢do entre 8-isoprostano e um conjugado de acetilcolinesterase 8-isoprostane (8-
1soprostano Tracer) para um nimero limitado de sitios de liga¢cdo de anti-soro especifico
de 8-isoprostano. Foi utilizado 50 pl de plasma e a leitura da absorvancia foi feita a 405
nm.

Foi utilizado o TBARS Assay Kit (Cayman Chem Corp, MI) para verificar
oxidacdo lipidica, através da reacdo entre malondialdeido e 4cido tiobarbiturico a 100

°C. Foi utilizado 100l de plasma ¢ a leitura da absorvancia foi feita a 530 nm.

Avaliagdo do desempenho fisico
Durante o exercicio, os ciclistas realizaram no total 6 sprints. O desempenho
fisico dos ciclistas foi avaliado pela soma da distancia percorrida em kildmetros durante

cada um dos 6 sprints.

Avaliagdo do metabolismo energético e da oxidagdo de subtratos

Ap6s jejum de 10 horas, os ciclistas compareceram ao laboratério as 7 h da
manha, sem fazerem esforco fisico. Eles permaneceram em repouso no laboratério
durante 20 min, foram aferidas as medidas antropométricas e a composicdo corporal e
entdo foram encaminhados para calorimetria indireta. Para mensuracdo do gasto
energético, foi utilizado o analisador de gases VO2000 (Medical Graphics Corp., Saint

Paul, US), conectado ao software Aerograph Breeze. A coleta dos gases foi feita
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utilizando madscara bucal acoplada ao pneumotacdgrafo externo de fluxo médio
conectado por linhas de ar ao sensor interno de volume expirado do aparelho. Para
evitar respiragdo via narinas, utilizamos um clip nasal. Antes do inicio de cada sessao
experimental, o aparelho foi ligado por 30 minutos para aquecimento, tendo sido feito a
auto calibracdo imediatamente antes de cada teste, conforme recomendagdes do

fabricante.

Avaliagcdo antropométrica e da composicdo corporal

O peso e a altura (WHO, 1995) foram aferidos com o auxilio de uma balanca
eletronica digital, com capacidade de 150 kg e precisdo de 50 g (Plenna) e um
estadidmetro, com extensdo de 2,1 m e escala de 0,5 cm (SECA). A composi¢dao
corporal (massa livre de gordura e massa gorda) dos ciclistas foi avaliada por
Radioabsormetria de Feixes Duplos dos componentes corporais, utilizando o aparelho
Lunar Densiometry (GE, US), software Encore 2010 (vs13.3). Esses dados foram

utilizados para a caracterizagdo da amostra.

Avaliagdo do nivel de atividade fisica e da ingestdo alimentar

O nivel de atividade fisica foi avaliado por meio do uso do questiondrio IPAQ
(International Physical activity Questionnaire) versdo longa, proposto por Ainsworthet
al. (2000), traduzido para o portugués e validado para a populacdo brasileira por Pardini
et al. (2001).

Para caracterizacdo da amostra, os ciclistas foram submetidos ao teste de
Consumo Maiaximo de Oxigénio (VOomax). O teste de VOpmux foi realizado em
cicloergbmetro ISO1000 (SCIFIT, Oklahoma, US), com carga inicial de 50 W,
aumentada em 30 W a cada 1 minuto até a exaustio do ciclista.

A ingestdo alimentar habitual foi avaliada por meio da aplicacdo de questiondrio
semi-quantitativo de frequéncia alimentar, validado para populagdo brasileira adulta
(Ribeiro; Cardoso, 2002).

O plano alimentar fornecido a cada participante foi elaborado considerando a
necessidade caldrica didria de cada ciclista com base nos valores obtidos de
metabolismo basal e no nivel de atividade fisica avaliados antes do inicio do estudo.

Durante cada etapa, os ciclistas preencheram um registro alimentar de 24 h por 3
dias ndo consecutivos. Ao serem entregues ao final de cada etapa, esses registros foram

revisados, para garantir a precisdo das informagdes registradas. Os ciclistas foram
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instruidos a preencherem os registros indicando as quantidades e as medidas caseiras
dos alimentos ingeridos para garantir a adesdo ao plano alimentar proposto. A ingestdao
caldrica e de macronutrientes foram analisada utilizando o software DietPro® (versiao
5.51). Durante todo o estudo, os ciclistas foram instruidos manterem o mesmo padrao de

pratica de atividade fisica e hdbito alimentar.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software SAS, versio
9.0 (SAS Institute Inc., 2000). Inicialmente, aplicou-se o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e de igualdade de variancias de Bartlett para a identificacao dos
testes estatisticos a serem empregados. O critério de significancia estatistica adotado foi
p<0.05 (o de 5%). Os dados sdo apresentados em média + erro padrdo (EP).

O teste ANOVA de medidas repetidas, seguido por Tukey foi aplicado para
detectar diferencas significativas na 1AUC da glicemia, insulinemia e concentragdo de
lactato, e no desempenho fisico, entre os tratamentos. Foi aplicado o teste One-Way
ANOVA para detectar diferencas entre grupos para médias de glicemia, insulinemia e
concentracdes de lactato. O teste ANOVA de Medidas Repetidas, seguido por Tukey foi
aplicado para verificar a interacdo entre os fatores tempo e tratamento, para glicemia,
insulinemia e concentracdo de lactato. ANOVA de Medidas Repetidas, seguido por
Tukey, também foi aplicado para detectar diferencas no gasto energético total, na
termogénese induzida pela dieta e na oxidagdo de substratos. Para detectar diferencas
entre o primeiro e o oitavo dia foi aplicado o teste t de Student pareado.

Para detectar diferencas entre os niveis de marcadores do estresse oxidativo
antes e ap6s o exercicio foi aplicado o teste t Student pareado. As diferencas entre os
niveis de marcadores entre os tratamentos foi avaliada por andlise de covaridncia
(ANCOVA), com ajustes para comparacdo multivariada seguida por Tukey-Kramer,
tendo os valores iniciais como covaridveis, uma vez que os valores iniciais diferiram

entre oS tratamentos.

Resultados
O Indice de massa corporal (IMC), a composi¢do corporal, a ingestdo alimentar
e o nivel de atividade fisica apresentado pelos 10 ciclistas ndo diferiram entre as etapas

e entre os dias 1°e 8° (Tabela 4).
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A atividade da superdxido dismutase (SOD) aumentou apds a realizacdo do
exercicio em resposta a ingestdo de soro de leite no primeiro dia em rela¢do ao controle,
e no oitavo dia em relacdo a soja e controle (Figura 2A). O consumo dos isolados
proteicos de soro de leite e de soja aumentaram a atividade da glutationa peroxidase
(GPx) apés o exercicio no 8° dia. A GPx apés o exercicio também foi maior no 8° em
relacdo ao 1° dia em respostas dessas proteinas. Além disso, se comparada ao controle, a
concentracdo de GPx apds o exercicio, no 8° dia de ingestdo dessas mesmas proteinas
foi maior (Figura 2B).

As bebidas soro de leite e soja resultaram em maior concentragdo de glutationa
(GSH) apés o exercicio no 8° do que no 1° dia . No 8° dia de ingestdo dos isolados
proteicos de soro de leite e de soja, os niveis de GSH foram maiores se comparados ao
controle (Figura 2C). A capacidade antioxidante total do plasma no 8° dia de ingestdo
da proteina da soja foi menor apds do que antes do exercicio (Figura 2D). As
concentragdes de proteina carbonilada ndo foram afetadas em fungdo do tipo de proteina
ingerida, dia de ingestdo das proteinas testadas ou realizacio de exercicio (Figura 2E).

As concentragdes plasmaticas de 8-isoprostano, apds o exercicio, aumentaram
no 8° em relacdo ao 1° dia em resposta a bebida controle . Essas concentragdes apds o
exercicio foram maiores no 1° e 8° dia da bebida controle do que apds a ingestdo das
bebidas contendo isolado proteico do soro de leite e da soja (Figura 2F). Houve
aumento das concentragdes de substancias reativas do 4cido tiobarbitirico (TBARS) no
1° e 8° dias apés a realizacdo do exercicio para o Controle (Figura 2G).

A distancia percorrida pelos ciclistas durante os sprints apds a ingestdo da
bebida contendo isolado proteico de soro de leite foi maior no 8° dia se comparado ao
1° . Além disso, a distancia percorrida no oitavo dia da etapa do soro de leite foi maior
comparada a da soja e do controle nesse mesmo dia (Figura 3).

Houve interacdo entre tempo e tratamento para glicemia, insulinemia e
concentracdo de lactato. A glicemia, a insulinemia e os niveis de lactato em jejum nao
diferiram entre as etapas (Tabela 5). As 1AUCs de concentragdo de lactato, glicemia e
insulinemia nos Dias 1° e 8° ndo diferiram entre os tratamentos e nio foram afetadas
pelos tratamentos aplicados no estudo (p>0.05) (Figura 4A, 4B e 4C, respectivamente).

Em relagdo ao metabolismo energético, a TID (Figura 5A), o GET (Figura 5B),
a TMR e a taxa de oxidacdo de carboidratos (Figura 6A) nao foram afetados no estudo.
Apesar da taxa de oxidacdo lipidica acumulada (145 min) ndo ter diferido entre os

tratamentos, verificou-se aumento no oitavo dia apds a ingestdo de soro de leite
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(p<0.05), em relagcdo ao primeiro (Figura 6B). O coeficiente respiratdrio total tanto do
dia 1° e 8° da etapa Soro de Leite foi menor quando comparado ao da Soja nesses

mesmos dias (Figura 7).

Tabela 4. Média * erro padrdo das caracteristicas basais de ciclistas treinados (n=10)

participantes do estudo:

Caracteristicas Valores apresentados

Indice de massa corporal (kg/mz) 22.83+£2.14

Gordura Corporal (%) 12.6£3.5
VOomax (ml-kg™!-min™) 58.9+2.3
Glicemia de Jejum (mmol/L) 4.49+0.12
Insulina de Jejum (pmol/L) 19.2+£3.6
Colesterol Total (mg/dL) 165+15
Triglicerideos (mg/dL) 701
HDL (mg/dL) 51.8+£3.2
LDL (mg/dL) 89.247.1
VLDL (mg/dL) 13.7£0.4
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Figura 2 A - G. Média + EP da concentracdo e da atividade de parametros bioquimicos
relacionados ao estresse oxidativo no primeiro e oitavo dia de ingestdo de bebidas
contendo isolados proteicos de soro de leite, soja ou controle, antes e apds a realizacao
do exercicio em cicloergdmetro, em homens ciclistas (n=10). A) Atividade superéxido
dismutase. B) Atividade glutationa peroxidase (GPx). C) Concentracio de glutationa
(GHS). D) Capacidade antioxidante total. E) Concentra¢do de proteina carbonilada. F)
Concentragdo de 8-Isoprostano. G) Concentragdo de substincias reativas do &4cido
tiobarbitirico (TBARS). * P<0.05 pelo teste de Student t pareado. ]« [1P<0.05 pelo teste
ANCOVA, tendo os niveis basais como covariavel.
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Figura 3 — Média + EP da distancia percorrida (km) pelos ciclistas, no primeiro e no
oitavo dia de ingestdo das bebidas contendo isolado proteico de soro de leite ou de soja,
ou controle(n=10). p<0.05, pelo ¢ Teste t pareado e * Teste de Tukey.
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Figura 4 A, B e C — Média + EP da area incremental 1IAUC) de A) concentracdao de
lactato, B) glicose e C) insulina durante o protocolo de exercicio, no primeiro € no
oitavo dia de ingestdao das bebidas contendo isolado proteico de soro de leite e de soja
ou controle (n=10). Nao foram verificadas diferencas ao final de cada tratamento (Teste
t pareado) ou entre os tratamentos (Teste Anova Medidas Repetidas, seguido por
Tukey) (p>0.05).
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Figura 5 A e B — Média + EP da A) termogénese induzida pela dieta e do B) gasto
energético total didrio de ciclistas no primeiro e no oitavo dia de ingestdo das bebidas
contendo isolado proteico de soro de leite ou de soja, ou controle (n=10). Nao foram
verificadas diferencas ao final de cada tratamento (Teste t pareado) ou entre os
tratamentos (Teste Anova Medidas Repetidas, seguido por Tukey) (p>0.05).
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Figura 6 A e B — Média + EP da A) oxidacdo de carboidratos (g/min) e da B) oxidagdo
de lipideos (g/min) durante 145 min de protocolo, no primeiro e no oitavo dia de
ingestdo das bebidas contendo isolado proteico de soro de leite ou de soja, ou controle,
em ciclistas treinados (n=10). & p<0.05 pelo teste t pareado.
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Figura 7 — Média + EP do coeficiente respiratério (RQ) durante 145 min de protocolo,
no primeiro e no oitavo dia de ingestdo das bebidas no primeiro e no oitavo dia de
ingestdao das bebidas contendo isolado proteico de soro de leite ou de soja, ou controle,
em ciclistas treinados (n=10).%p<0.05 pelo teste ANOVA Medidas Repetidas, seguido
por Tukey.
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Tabela 5. Média + erro padrdo dos niveis de glicose, insulina e lactato em ciclistas durante o repouso e exercicio no primeiro e oitavo dia de
ingestdo de bebidas contendo (soro de leite ou soja) ou ndo (controle) os isolados proteicos testados no estudo

Dia 1 Dia 8
Repouso | Exercicio | Repouso | Exercicio

Tempo/ 0 30 60 75 85 105 0 30 60 75 85 105

Grupo

C 33 W2LT 03 14x41a 654243 2 82.57+4a 107.5747.7 a 11571487 a 83+2.4 a 85.834.9a 73332334 85.83£2.92a  102.16£57a  108.66:6.4a
S ~
Eg | s L2228 g78m4aA 64124048 75243ab AB  97.947.2aC 106.546 a C 80.5£19aA  73.5:47aAB  63.5:38bB  72:4.1bAB  0344£49aC 106224682 C
S w
TE s i%gil" 7254372 A 79.12+8.6ab A 7128+478bA  95.875:5.08aB  109.75:7.31aB  82:2.7aA 824632 A 56.66:46bB  8233468abA  104£63aC  100.25:9 a AC
s _|c 205507 4 29085948 10485292 A 3.6£13aA 9.25¢1.9a A 8.6+2a A 361207aA  4031:173aB  122#38aA  6.883aA 1226522 A 11.66:1.8aA
23
E g SL 356:1aA  33.16:122aB  21454abB 0.46£13b A 1137428 2 A 78417 A 3062032 A  23.66:5.9bB  19.67:2.5abB  6.61£19aA 1502432 AB  10.742.1 a AB
=
Z¢]
=< s 0427 2 792304 15453 a B 5.742.2ab A 10.1143 2 AB 12284252 AB  2.925:06aA  57:08cAB  104623.1aB  843:2.6aAB  4I5t1bA  1247#2aB

_lc ; ; 1758022 A 201201 a A 10.26£0.2 a B 9.18%1.7a B ; ; 135501 aA  323:12aA  822408aB  10.841.9aB
£
3F |su ; ; 1.93:0.1 2 A 224032 A 10354132 B 1223+1.52B ; ; 1.98£02aA  248:04aA  10411.1aB  1275:1.8aB
S g
S s ; ; 1.6420.1 a A 2.68+0.7a A 9.95:1.4aB 1048422 a B ; ; 126501 aA  226:0.5aA  9.03%05aB  11.7:22aB

Letras maidsculas distintas na mesma linha indicam diferenca estatistica pelo teste ANOV A One-Way, seguido pelo teste de Tukey (p<0.05). Letras mintisculas distintas na
mesma coluna indicam diferenca
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Discussao

Verificamos um maior efeito antioxidante da proteina do soro de leite em
relacdo a da soja. Resultados semelhantes foram verificados em um estudo realizado in
vitro (Kerasioti et al., 2014).

A superdxido dismutase (SOD) é uma enzima enddgena da linha de frente da
defesa antioxidante, que elimina os radicais superdxidos (O;) dismutando-os em
oxigénio (O;) e peréxido de hidrogénio (H,O;) (Batinic-Harbele et al., 2010).
Verificamos em nosso estudo, um aumento de 192 % da atividade da enzima SOD apds
o exercicio no primeiro dia de ingestdo da bebida contendo isolado proteico de soro de
leite em relacdo ao controle. Esse aumento, no oitavo dia do estudo, correspondeu a
185 %, em relagdo a soja e 150 % comparado ao controle em ciclistas treinados (Figura
2A). Xuet al. (2011) observaram que ao tratarem mioblastos C2C12 com soro de leite,
a atividade da SOD aumentou em 144 % relacdo as c€lulas controle e 222 % as células
induzidas ao estresse por H,O,. Em um estudo realizado em ratos submetidos a natagao
até a fadiga, os autores verificaram que ao suplementarem 1,5 g/kg de peso corporal de
isolado ou hidrolisado proteico de soro de leite, por 6 semanas, o hidrolisado aumentou
a atividade da SOD mitocondrial em relacdo a dieta controle (Liu et al., 2014). Em
outros dois estudos com ratos ndo obesos com resisténcia insulinica, em repouso, 0s
autores constataram que a suplementacdo com soro de leite por 8 semanas, aumentou a
atividade da SOD em relacdo ao controle (Tong et al., 2014; Tong et al., 2011). Até
onde pudemos verificar ainda ndo foi publicado nenhum estudo envolvendo humanos,
em que se avaliou a atividade da SOD apo6s o consumo de proteinas. Nossos resultados
confirmam aqueles observados por outros autores e sugerem um efeito superior do soro
de leite em relacdo a soja em estimular a atividade da SOD desde o primeiro dia de sua
ingestao.

A glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima antioxidante, que reduz o H,O,
produzido pela a¢do da SOD a 4dgua. Segundo alguns autores ha uma redugdo de 29.3 %
na atividade desta enzima em resposta ao ciclismo (Cérdova et al., 2014). Em nosso
estudo, verificamos que em ciclistas treinados a ingestdo de isolados proteicos de soro
de leite e de soja, durante 8 dias, aumentaram a atividade da GPx em 163 % e 175 %,
respectivamente, em relagdo ao primeiro dia e 163 % e 162 %, respectivamente, em

relacdo ao controle (Figura 2B). Nossos resultados sugerem um efeito positivo da
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ingestdo das proteinas de soro de leite e de soja em aumentar a atividade da GPx, para
prevenir o dano causado pela alta producdo de espécies reativas de oxigénio apds a
realizagdo de exercicios. Em estudo conduzido em células musculares C2C12 induzidas
ao estresse, os autores verificaram aumento da atividade da GPx, apds serem tratadas
com soro de leite (Xu et al., 2011). Os autores de outro estudo verificaram que somente
os hidrolizados de soro de leite foram capazes de aumentar a atividade da GPx
mitocondrial, em ratos nadadores (Liu et al., 2014). Esse resultado sugere que a
velocidade de digestdo pode afetar o efeito antioxidante exercido pela proteina ingerida.
Contudo, em nosso estudo, ambos os isolados utilizados resultaram em aumento da
GPx. Ainda sdo escassos os estudos em que se avaliou o efeito dessas proteinas em
humanos na atividade da GPx.

A glutationa (GSH) € um cofator de enzimas antioxidantes, como a da GPx. A
GSH € um tiol composto pela cisteina, glutamato e glicina e atua no sistema
antioxidante celular por doar um dtomo de hidrogénio a uma variedade de espécies
reativas, formando, por exemplo, H,O, para que a GPx os elimine (Ribas et al., 2014).
Em nosso estudo, verificamos que oito dias de ingestdo dos isolados proteicos de soro
de leite e de soja, foram capazes de aumentar a concentracdo de GSH em 144 % e 206
%, respectivamente, em relacdo ao primeiro dia. Em relagdo ao controle, a GSH
aumentou em 181 % e 184 %, em resposta ao soro de leite e a soja respectivamente
(Figura 2 C). Xu et al. (2011) verificaram que ao tratarem células musculares C2C12
com soro de leite, as concentragdes de GSH aumentaram em 341 %, ao serem induzidas
ao estresse por H,O,. Kerasioti et al. (2014) também observaram aumento de 138 % nas
concentragdes de GSH, em células musculares C2C12 induzidas ao estresse por
hidroperéxido de tetrabutil, tratadas com soro de leite. Acredita-se que o teor
intracelular de cisteina determine a sintese de GSH. H4 uma competicdo desse
aminodcido para sintese de proteina ou de GSH, quando os niveis intracelulares de
cisteina estdo baixos, a sintese proteica é favorecida (Xu et al., 2011). Entdo, quando
ocorre a ingestdo de proteinas ricas em cisteina, como as proteinas do soro de leite e da
soja, ha um estimulo para a producdo de GSH (Walzem et al., 2002). Entretanto, em um
estudo realizado com ciclistas treinados, o consumo de uma refei¢do contendo 0.28 g/kg
de peso corporal de soro de leite, durante um protocolo de exercicio exaustivo e
intermintente ndo foram verificadas alteragdes nas concentragdes de GSH eritrocitaria

(Kerasioti et al., 2012).
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Verificamos que a capacidade antioxidante total do plasma diminuiu apds o
exercicio no oitavo dia de ingestdo de bebida contendo isolado proteico de soja. Esse
efeito ndo foi verificado em resposta a ingestdo da bebida controle (Figura 2D).
Considerando que a proteina de soja contém peptideos altamente bioativos com agao
antioxidante (Castro; Sato et al., 2014), esse resultado foi inesperado . Nao houve
diferenga antes e apds o exercicio, e entre o primeiro e oitavo dias para os demais
tratamentos. O aumento da capacidade antioxidante total do plasma, em relagdo ao
grupo controle, em ratos em repouso, suplementados com 15 % de soro de leite foi
constatado em dois outros estudos (Tong et al., 2014; Tong et al., 2011). Ao
suplementar 9 levantadores de peso com aproximadamente 0,4 g de proteina /kg de peso
de proteina de soja ou soro de leite por 9 semanas, a capacidade antioxidante total do
plasma foi maior, apds o exercicio, no grupo da soja em relagdo ao do soro de leite e ao
controle (Brown et al., 2004). Os participantes do presente estudo ingeriram durante 8
dias consecutivos bebidas contendo 0,5 g de proteina /kg de peso de proteina de soro de
leite. E possivel que em humanos os efeitos benéficos na capacidade antioxidante total
do plasma s6 sejam observados quando a ingestdo desses tipos de isolados proteicos €
feita por um periodo de tempo maior.

As proteinas carboniladas, produtos da oxidacdo das proteinas ou de residuos de
aminodcidos, podem inativar a funcdo das proteinas presentes em cultura de células,
como por exemplo em midcitos, impedindo a contragdo muscular apropriada durante o
exercicio (Barreiro; Huassin et al., 2010) ou até mesmo levar a apoptose celular (Dalle-
Donne et al., 2006). No presente estudo, os niveis de proteinas carboniladas ndao foram
afetados (Figura 2E). Em um estudo com ratos a suplementacdo de proteina de soro de
leite ou soja, ou a combinacdo das duas, por 6 semanas, também ndo alteraram os niveis
de proteina carbonilada (Elia et al., 2006). Esses resultados sugerem que as proteinas da
soja e do soro de leite podem ndo exercer efeitos na carbonilacdo das proteinas ou de
residuos de aminodcidos.

Durante a realizacdo de exercicios, hd um aumento da producdo de substancias
reativas de oxigénio, que podem reagir com os dcidos graxos presentes nas membranas
celulares e intracelularmente, ocorrendo a peroxidacdo lipidica. O isoprostano € uma
substancia semelhante as prostaglandinas resultante da peroxidacdao do 4cido
araquidonico (Bierbern et al., 2012). A avaliacdo da concentracdo de isoprostano tem
sido o método recomendado para se verificar a ocorréncia de peroxidacdo lipidica

(Montuschi et al., 2004). Em nosso estudo, constatamos que apds a ingestao da bebida
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controle, os niveis de 8-isoprotano aumentaram significativamente apds o exercicio. Ao
primeiro dia, os niveis aumentaram 196 % e ao oitavo 195 %, apds o exercicios. Se
compararmos a resposta obtida para o controle em a do soro de leite, houve aumento de
193 % ao primeiro dia e 190 % ao oitavo dia do estudo. Em relacdo a soja, os niveis
aumentaram em 167 % ao primeiro dia e 191 % ao oitavo dia. Em um estudo,
envolvendo ciclistas treinados, foi observado que, apds a prética do ciclismo os niveis
urinarios de F2-isoprostano aumentou em 191 % (Coérdova et al.,, 2014). Esses
resultados demonstram o poder antioxidante das proteinas de soro de leite e da soja em
prevenir a peroxidagdo lipidica em ciclistas treinados, em resposta ao exercicio. Uma
vez que observamos que as proteinas do soro de leite aumentaram a atividade da SOD, e
as do soro de leite e da soja aumentaram a atividade da GPx e as concentragcdes de GSH,
podemos inferir que ao fortalecerem o sistema antioxidante, este por sua vez, foi capaz
de eliminar mais espécies reativas de oxigénio produzidas durante o exercicio,
impedindo assim a reacdo dessas espécies em oxidar os dcidos graxos.

Além dos isoprostanos, o aumento da producdo de espécies reativas pode ser
refletido pelo aumento dos niveis de TBARS (Cubrilo et al., 2011). Esse resultado foi
constatado em nosso estudo, j4 que houve aumento significativo da concentracdo de
TBARS ap6s o exercicio apds a ingestdo da bebida controle, tanto no primeiro quanto
no oitavo dia (Figura 2G). Por outro lado, as proteinas do soro de leite e da soja foram
capazes de impedir o aumento da peroxidacdo lipidica, ja que os niveis de TBARS nao
aumentaram em resposta ao exercicio. Resultados semelhantes foram constatados em
ratos treinados apds a adicdo de 20 % proteina de soja (Nikawa et al., 2002). Em
contrapartida, a adi¢do de 20 % de isolado proteico de soja a dieta de ratos nao alterou
os niveis de TBARS apds o exercicio, se comparado a caseina (Nikawa et al., 2002). Os
resultados desses estudos sugerem que a caseina exerca efeito semelhante ao da soja e
do soro de leite em impedir o aumento da peroxidagao lipidica em resposta ao exercicio.

Em outro estudo, em que ndo houve realizacdo de exercicio, a proteina do soro
de leite se destacou em relacdo a da soja em corredoras. O consumo, por 6 semanas, de
aproximadamente 0,87 g de proteina/kg de peso corporal, de proteina do soro de leite
diminuiu os niveis de TBARS em relacdo aqueles apds o consumo da soja (Tara et al.,
2013). O uso dessas proteinas para ciclistas pode ser uma estratégia interessante, para
prevenir o aumento da peroxidacao lipidica durante e, principalmente, apds o exercicio,
momento quando os niveis de moléculas reativas oxidantes estdio em maior

concentracdo (Cubrilo et al., 2011).
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Entretanto, em vérios outros estudos foi verificado a diminui¢ao da peroxidagao
lipidica apds a suplementagdo com o soro de leite e a soja, tanto em ratos quanto em
humanos (Taniguchu et al., 2000; Kerasioti et al., 2012). Em um estudo em crossover,
observou-se a reducdao dos niveis de TBARS em 9 ciclistas altamente treinados,
submetidos a um protocolo de exercicio exaustivo e intermitente em um cicloergdmetro
apo6s a ingestdo de um bolo isocalérico contendo soro de leite em relagdo ao controle
(Kerasioti et al., 2012). Em outros estudos realizados em ratos, a adicdo de 10% de
isolado proteico de soja diminuiu a peroxidacdo lipidica no figado (Taniguchu et al.,
2000). Em estudos com células musculares C2C12, o tratamento com isolado de soro de
leite diminuiu a peroxidac¢do lipidica induzida (Kerasiotiet al., 2014; Xu et al., 2011).
Nossos resultados sugerem que a proteina de soro de leite, possui maior atividade
antioxidade em relacdo a soja, apds o exercicio. Entretanto, seria interessante a
conducdo de outros estudos, em humanos, para verificar os efeitos de diferentes tipos de
proteinas sobre o estresse oxidativo durante e/ou apds um atividade fisica.

A ingestdo proteica adequada favorece o desempenho esportivo, por promover o
reparo do dano muscular causado pelo exercicio, proporcionando adaptacio muscular
ao tipo de exercicio realizado (Hill et al., 2013; Cox et al., 2010) e por auxiliar a
reposi¢do de glicogénio pds-exercicio (Alghannam, 2011; Bernardi et al., 2006; Ivy et
al., 2002). Os resultados de alguns estudos mostraram efeito positivo de proteinas (soja,
albumina, soro de leite) em relagdo aos carboidratos sobre o desempenho em ciclistas
(McLeave et al., 2011; Ferguson-Stegall et al., 2010; Saunders et al., 2009; Valentine et
al., 2008; Rowland et a., 2008; Saunders et al., 2004; Ivy et al., 2003). Entretanto, tais
efeitos benéficos nao foram observados em todos os estudos (Breen et al., 2010; Toone;
Betts, 2010; Jeukedrup et al., 2009; Osterbeg et al., 2008). Pouco se sabe sobre o efeito
dos diferentes tipos de proteinas neste sentido. Até onde pudemos verificar, 0 nosso
estudo é o primeiro estudo em que se compara o efeito da qualidade proteica no
desempenho em um protocolo de exercicio com ciclistas.

Verificamos um aumento da distincia percorrida durante os sprints no oitavo dia
de consumo da bebida contendo isolado do soro leite (Figura 2). Dentre as proteinas
testadas neste estudo, a proteina do soro de leite é aquela que apresenta maior teor de
aminodcidos de cadeia ramificada (AACR) (Tabela 3). A suplementagdo de AACR
(Leucina, Isoleucina e Valina) resultou no aumento das reservas de glicogénio (Campos
et al., 2011), no aumento da biogénese mitocondrial (Valerio et al., 2011) e na melhora

do desempenho fisico em modelos experimentais (Falavigna et al., 2012; Cermack et

30



al., 2009). Assim, é possivel que o aumento do desempenho verificado apds 8 dias
consecutivos de consumo do soro de leite esteja associado ao seu alto teor desses
aminodcidos, especialmente de Leucina (Tabela 3).

A Leucina é um aminodcido cetogénico, que estimula a producdo da glicose pelo
ciclo glicose-alanina durante o exercicio (Wagenmakers, 1998). A alanina ¢
metabolizada no miusculo, pela acdo da aminotransferase de aminodcido de cadeia
ramificada, fazendo com que seu grupo amino seja transferido ao a-cetoglutarato,
resultando na formacdo de glutamato. O glutamato por sua vez € transaminado pela
piruvato aminotransferase, originando alanina, que ao ser metabolizada no figado da
origem a glicose (Brosnan; Brosnan, 2006). A glicose € o principal substrato energético
utilizado em quase todos os tipos de exercicio. A manutencdo dos niveis glicémicos
adequados € necessdria, em especial durante a realizagdo dos exercicios de alta
intensidade e longa duragao (ACSM; SBME, 2009).

No presente estudo, a concentracao de lactato durante o exercicio nao foi afetada
(Figura 3). Uma das causas da fadiga periférica € o acimulo de lactato no musculo. O
lactato € produzido durante a realizacdo de um exercicio de alta intensidade e curta
duracdo, como um Sprint, quando a oferta de oxigénio como receptor final de elétrons
estd deficiente (anaerobiose), o NADH+H produzido, transfere os elétrons de
hidrogénio ao piruvato reduzindo-o a acido lactico pela acdo da lactato desidrogenase.
Esse lactato produzido € convertido novamente a piruvato na mitocOndria, para
producdo de ATP ou de glicogénio (Gladden, 2004). Quando a producdo de lactato
excede a capacidade organica de conversdo do mesmo em piruvato ou em glicogénio, ha
fadiga e dor muscular, diminuindo o desempenho (Gladden, 2008).

No entanto, em um estudo envolvendo ratos treinados, a ingestao de proteinas do
soro de leite diminuiu os niveis de lactato desidrogenase e aumentou o tempo de
exercicio, se comparado ao grupo controle em que houve apenas a realizacdo de
exercicio (Chen et al., 2014). A suplementacdo de AACR aumentou a resisténcia a
fadiga periférica também ratos treinados (Campos-Ferraz et al., 2013; Falavigna et al.,
2012). Em um estudo realizado com corredores apds a realizacdo de um exercicio
intenso (86 km para homens e 64 km para mulheres), verificou-se que a ingestao de uma
bebida contendo 0,8% AACR (2500 ml/dia) reduziu a sensa¢do de dor muscular e os
niveis de lactato desidrogenase, em comparacao a uma solucdo placebo (Matsumoto et
al., 2009). Esses resultados reforcam o efeito da proteina do soro de leite sobre a

resisténcia a fadiga e o desempenho. E possivel que o beneficio observado apds a
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ingestdo proteica seja intensificado pelos AACR presentes nessas proteinas. Entretanto,
mais estudos em humanos precisam ser conduzidos para confirmar esse efeito sobre a
resisténcia a fadiga e nos demais pardmetros de desempenho em atletas.

Verificou-se no presente estudo, que o consumo de soro de leite por individuos
eutr6ficos manteve constantes os glicemicos. Resultados semelhantes foram verificados
em outro estudo (Ton et al., 2014) envolvendo humanos. Acredita-se que as proteinas,
especialmente a de soro de leite e de soja, tém a capacidade de modular o metabolismo
de glicose (Ton et al., 2014), evitando a ocorréncia de picos glicémicos seguidos de
queda acentuada na glicemia, comprometendo a oferta adequada de glicose ao musculo
durante o exercicio, diminuindo o desempenho. Além disso, os AACR e a lisina
exercem efeito insulinotropico (Nilsson; Bjorck 2007). Dentre as proteinas testadas no
presente estudo, a proteina do soro de leite € aquela que apresenta maior teor de lisina
(Tabela 3). Entretanto, os tratamentos aplicados neste estudo ndo afetaram as respostas
glicémica e insulinica em relacdo ao controle (Figura 4 e 5, respectivamente).
Acreditamos que esse efeito esteja associado ao fato do leite em p6 (fonte de soro de
leite) ter sido utilizado como um dos ingredientes da bebida controle.

As proteinas podem aumentar a termogénese induzida pela dieta (TID),
contribuindo assim para aumentar o gasto energético total (GET) (Alfenas et al., 2010;
Halton; HU 2004; Jonhston et al., 2002; Karst et al., 1984; Nair et al., 1983). Esse efeito
pode contribuir para a reducdo do teor de gordura corporal e desta forma contribuir para
a obtencdo de uma composicao corporal mais adequada. Em um estudo em crossover,
23 homens e mulheres eutréficos ingeriram bebidas isocaldricas de caseina, soro de leite
ou soja. Verificou-se que o soro de leite aumentou significativamente a TID em relacdo
a caseina e a soja (Acheson et al., 2011). Em outro estudo em crossover, realizado com
24 homens e mulheres eutréficos, a oferta de desjejum contendo 0,5 g/kg de peso de
soro de leite, caseina, soja ou controle durante 7 dias consecutivos resultou em maior
TID apds o consumo de soja, se comparada ao soro de leite (Alfenas et al., 2010).

Entretanto, até o momento ndo foram publicados estudos em que se avaliou o
efeito do consumo de diferentes fontes proteicas no metabolismo energético, quando as
mesmas sao consumidas antes da realizacdo de um protocolo de exercicio de endurance,
especificamente ciclismo. Em nosso estudo, o GET e a TID (Figura 6 e 7,
respectivamente) ndo diferiram ao final de cada etapa ou entre os tratamentos.
Semelhantemente a esse resultado, Lorenzen et al. (2012) ndo detectaram diferencas

significativas na TID, em um estudo em crossover com 22 homens com sobrepeso apds
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a ingestdo de desjejum contendo caseina, soro de leite e leite. Embora as proteinas
resultem em maior resposta termogénica em relagdo aos carboidratos e lipideos, o efeito
de diferentes fontes proteicas nesse tipo de resposta ainda precisa ser melhor
investigado.

A oxidacdo de lipideos durante o protocolo do nosso estudo foi maior apds 8
dias de consumo da bebida contendo isolado proteico de soro de leite (Figura 8). Esse
resultado sugere que o consumo da proteina do soro de leite pode promover a redugdo
do teor de gordura corporal, efeito este desejavel para ciclistas iniciantes e que nio
apresentam composi¢do corporal adequada. Quando desejavel, a perda de peso em
atletas deve promover a perda principalmente de massa gorda, preservando ao maximo
a massa magra para que o desempenho ndo seja afetado (Garthe et al., 2011; Phillips;
Van Loon 2011). A ingestdo de soro de leite e ndo de soja mostrou-se eficaz na redugdo
de gordura corporal em individuos sobrepesos e obesos (Baer et al., 2011) e em
eutroficos (Voleck et al., 2013). Além disso, Voleck et al. (2013) verificaram maior
aumento de massa magra no grupo suplementado com soro de leite do que com soja.
Em outro estudo realizado com 16 mulheres atletas de basquetebol, suplementadas com
soro de leite ou caseina durante 8 semanas, o ganho de massa magra e perda de gordura

foram maiores em resposta ao soro de leite (Colin et al., 2013).

Durante o exercicio aerdbico, o principal substrato energético, em exercicios de
intensidade moderada, sdo os 4cidos graxos. Na medida em que se aumenta a
intensidade do exercicio, a oxidacdo lipidica diminui e aumenta a oxidacdo de
carboidratos (Gonzdalez-Haro, 2011). Esse efeito para o exercicio de endurance ¢é
desejado, pois a exemplo no ciclismo, a ingestdao de soro de leite, pode poupar a glicose
para momentos de alta intensidade, como em uma subida ou sprint, melhorando o
desempenho dos atletas. Entretanto, a oxidacdo de carboidratos ndo foi afetada no
presente estudo (Figura 9). O consumo de soro de leite, soja ou caseina ndo afetou a
oxidagdo lipidica em resposta ao consumo de diferentes tipos de proteinas por
individuos eutréficos ou com sobrepeso (Acheson et al., 2011; Alfenas et al., 2010). Em
contrapartida, Lorenzen et al. (2012) verificaram que a oxidagdo lipidica apds o

consumo da proteina do soro de leite foi menor se comparado a da caseina.

Os nossos resultados de oxidagado lipidica foram semelhantes aos do coeficiente
respiratorio (RQ) ap6s o consumo de soro de leite foi menor nos Dias 1 e 8, comparados

ao consumo da soja nesses mesmos dias (Figura 10). Os valores de RQ refletem o tipo
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de substrato preferencialmente oxidado. Assim, a obtencdo de RQ correspondente a 0,7
indica a ocorréncia preferencial de oxidacao lipidica (Fauci et al., 2005). No presente
estudo, o RQ médio obtido nos Dias 1 e 8, respectivamente, corresponderam a (.78 e
0.77 para o soro de leite, e 0.89 e 0.87 para a soja. Esse resultado confirma mais uma
vez o maior potencial do soro de leite em relacdo a proteina do soro em promover
oxidacdo lipidica. O RQ médio obtido no oitavo dia de ingestdo da bebida contendo
soro de leite foi significativamente menor que o obtido para soja. Alfenas et al. (2010)
também constataram valores menores de RQ apds o consumo de soro de leite do que da
soja. Destaca-se também que no presente estudo, 0 RQ médio obtido no oitavo dia de
ingestdo do soro de leite apresentou uma pequena reducdo em relacdo ao primeiro dia.
Segundo alguns autores, quanto mais baixo o RQ maior € a energia gasta com a
metabolizacdo dos macronutrientes (Diener, 1997; Giodano & Castellino, 1997). Diante
disto, conclui-se que no presente estudo o gasto energético para metabolizacdo do soro

do leite é maior que aquele observado para metaboliza¢do da proteina da soja.

Conclusao

A ingestdo de bebida contendo isolado proteico de soro de leite, por oito dias
consecutivos aumentou a atividade da superéxido dismutase em relagdo a soja e ao
controle. Tanto a proteina de soro de leite, quanto a de soja aumentaram a atividade da
glutationa peroxidase e as concentragdes de glutationa. Ainda, preveniram o aumento da
peroxidacao lipidica apds o exercicio.

O consumo da proteina do soro de leite por 8 dias consecutivos, aumentou a
oxidacdo lipidica e o desempenho fisico e em ciclistas treinados em relacdo ao controle
e a soja. O coeficiente respiratério no primeiro e no oitavo dias de consumo do soro de

leite foi menor em relagc@o ao observado para a proteina soja.
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CONSIDERA COES FINAIS

O uso de suplementos dietéticos, principalmente de suplementos proteicos, para
aumentar o desempenho é bastante comum entre atletas profissionais e recreativos.
Entretanto, ainda ha escassez de estudos que comprovem o efeito da qualidade proteica
nos parametros relacionados ao desempenho esportivo.

A ingestdao da bebida com o isolado proteico de soro de leite aumentou a
atividade da superéxido dismutase em relacio as bebidas contendo soja e a controle. A
proteina do soro de leite e a da soja preveniram o aumento da peroxidacdo lipidica apds
o exercicio. Esses resultados indicaram que tanto o isolado proteico de soro de leite
quanto o da soja podem melhorar o perfil antioxidante em ciclistas apds o exercicio.

A ingestdo do soro de leite resultou ainda em menor coeficiente respiratério em
relagc@o ao observado para a proteina soja. Verificou-se o aumento da oxidacgdo lipidica e
do desempenho fisico nos ciclistas treinados em resposta ao consumo do soro de leite. O
desempenho no oitavo dia de consumo da proteina do soro de leite foi maior que o
verificado apds o consumo das bebidas contendo proteina da soja e a controle.

Outros estudos devem ser conduzidos para confirmar os resultados obtidos neste
estudo. Além disso, esses estudos devem avaliar os efeitos da qualidade proteica em
outras modalidades esportivas por um periodo de tempo maior que o avaliado neste

estudo, tanto em homens quanto em mulheres.
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ANEXO 1

MINISTERIO DA EDUCACAQO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS-CEPH

Campus Universitario - Divis@o de Sattde - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3783

Of. Ref. N° 131/2012/CEPH/05-12-04

Vicosa, 11 de outubro de 2012

Prezada Professora:

Cientificamos Vossa Senhoria de que o Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos, em sua 5° Reunifo de 2012, realizada no
dia 26 de setembro de 2012 e continuagdo no dia 03 de outubro de 2012,
aprovou, sob o aspecto ético, o projeto intitulado “Efeitos da ingestdo de
diferentes isolados protéicos no metabolismo energético, no nivel de
marcadores de estresse oxidativo e no desempenho fisico em individuos
ativos”.

Atenciosamente,

Professora Patricia Aurélia Del Nerd
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos-CEPH
Presidente

A Prof. Rita de Céssia Gongalves Alfenas
Departamento de Nutrigdo e Satide - DNS
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ANEXO II
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Concordo voluntariamente em me submeter a pesquisa EFEITO DA INGESTAO DE
DIFERENTES ISOLADOS PROTEICOS NO NIVEL DE MARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO E NO DESEMPENHO FISICO EM HOMENS CICLISTAS”. Estou ciente de
que:

1. Os seguintes procedimentos serdo realizados durante o estudo:

1. Aplicagdo de questiondrios para avaliacdo do nivel de atividade fisica, da ingestdo alimentar, do
nivel de restricdo e desibini¢do alimentar e para obten¢do de dados pessoais;

2. Avaliacdo  bioquimica  (glicemia de jejum, colesterol total e fracdes e
triglicerideos),antropométrica e da composi¢do corporal e antes e apds cada etapa do
experimento;

3. Aplicagdo de um protocolo de exercicio em cicloergdmetro para avaliagdo do desempenho
fisico;

4. Avaliacdo do metabolismo energético em repouso, pos-prandial, durante a apds a atividade
fisica.

2. Estou esclarecido sobre os riscos inerentes ao protocolo de exercicios a serem realizados
durante o estudo. Sei que esses riscos sdo minimos, tendo em vista que tais exercicios
reproduzem em menor escala a intensidade e duracdo de exercicios que realizo habitualmente.

3. O estudo tera 3 semanas ndo consecutivas de duracao, sendo que em cada semana de testes o
participante fard a ingestdo de um shake preparado e servido no Laboratério de Estudos em
Ingestdo Alimentar do Departamento de Nutricdio/UFV e fard a ingestio de uma dieta
isocaldrica nesse periodo .

4. Como participante do estudo nao serei submetido a nenhum tipo de intervencdo que possa
causar danos a minha sadde, visto que as condutas a serem adotadas objetivam a promocao da
mesma e sdo respaldadas na literatura cientifica.

5. Estou ciente que ndo terei nenhum tipo de vantagem econdmica ou material por participar do
estudo, além de poder abandonar a pesquisa em qualquer etapa do desenvolvimento, sem
qualquer prejuizo.

6. Estou em conformidade que meus resultados obtidos estardo disponiveis para a agéncia
financeira e para a equipe envolvida na pesquisa e poderdo ser publicados com a finalidade de
divulgacdo das informacdes cientificas obtidas, sempre resguardando minha individualidade e
identificacdo

Estou suficientemente informado pelos membros do presente estudo sobre as condi¢des em que
irdo ocorrer o desenvolvimento das etapas do experimento, sob responsabilidade da Prof”. Rita
de Céssia G. Alfenas e sua equipe de trabalho.

Assinaturas:
Prof®. Dra. Rita de Céssia G. Alfenas MSc. Winder Tadeu Silva Ton
Responsdvel pelo projeto Mestrando em Ciéncia da Nutri¢io

Participante
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ANEXO III

Questionario para recrutamento

Data: / /

¢ Nome:

e Numero de Recrutamento:

e Email:
e Telefones: Residencial: Celular:
e Data de nascimento: / /

e Endereco:

e Escolaridade: Ocupacio:
e Tabagismo: ( ) Nao fumante ( ) Ex-fumante () Fumante
e Etilismo: ( ) Nao ( ) Sim

Quantidade/Frequéncia:

e Alteracdo no peso nos ultimos 3 meses? () Nao ( ) Sim

Quanto?

e Realizou alguma dieta para ganho ou perda de peso nos dltimos 3 meses?
( )Nao ( )Sim Motivo?

e Uso de medicamentos: () Nao ( ) Sim

Quais?
e Pratica alguma atividade fisica em bicicleta? ( ) Nao ( ) Sim

Qual atividade? Frequéncia?
e Pratica outros tipos de atividade fisica? ( ) Nao ( ) Sim

Qual atividade? Frequéncia?

e J4 usou ou estd usando nesse momento algum suplemento dietético ou alimento
para praticantes de atividade fisica fonte de proteina? (Ex: whey protein, albumina,
proteina de soja).

( )Nao ( )Sim Quais?

46



Suplemento Quantidade Frequéncia

e Estd usando nesse momento algum outro suplemento dietético ou alimento para
praticantes de atividade fisica?
( )Nao ( )Sim Quais?

Suplemento Quantidade Frequéncia

e Antropometria

Massa corporal: kg Altura: m
Indice de Massa Corporal (IMC): kg/m’
Classificacao:

Possui alguma doenca ou necessidade especial que impossibilita a pratica de atividade
fisica em bicicleta?
e ( )Nao ( )Sim O que?

Resultado dos questionarios

Ingestdo alimentar habitual (Questiondrio de Frequéncia Alimentar)

e Energia: kcal
e Proteina: g/kg de peso g %
e (Carboidratos: g %
e Lipideos: g %
Nivel de Atividade Fisica (IPAQ)
e Resultado:
Avaliagdo do recrutamento: () Incluido () Excluido
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ANEXO IV

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA

Nome:
Data: ___ /___ [ ____ Idade:
Quantas horas vocé trabalha por dia:

Quantos anos completos vocé estudou:

Para responder as questées lembre que:

» Atividades fisicas VIGOROSAS sé&o
aquelas que precisam de um grande esforgo
fisico e que fazem respirar MUITO mais forte
que o normal

» Atividades fisicas MODERADAS sé&o
aquelas que precisam de algum esforgo fisico e
que fazem respirar UM POUCO mais forte que o
normal

SEGAO 1- ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO

Esta secdo inclui as atividades que vocé faz no seu
servico, que incluem trabalho remunerado ou
participante, as atividades na escola ou faculdade e
outro tipo de trabalho ndo remunerado fora da sua
casa. NAO incluir trabalho ndo remunerado que vocé
faz na sua casa como tarefas domésticas, cuidar do
jardim e da casa ou tomar conta da sua familia. Estas
serdo incluidas na se¢@o 3.

1a. Atualmente vocé trabalha ou faz
trabalho participante fora de sua casa?

( )Sim ( ) Ndo — Caso vocé
responda ndo Va para secao 2: Transporte

As proximas questdes sdo em relagdo a toda a
atividade fisica que vocé fez na ultima semana
como parte do seu trabalho remunerado ou nao
remunerado. NAO inclua o transporte para o
trabalho. Pense unicamente nas atividades que
vocé faz por pelo _menos 10 minutos
continuos:

1b. Em quantos dias de uma semana
normal vocé anda, durante pelo menos 10
minutos continuos, como parte do seu
trabalho?Por favor, NAO inclua o andar como
forma de transporte para ir ou voltar do trabalho.

dias por SEMANA
() nenhum —Va para a secao 2 - Transporte.

VIG

[Coon

() nenhum - Va para a questéo 1f

1e. Quanto tempo no total vocé
usualmente gasta POR DIA fazendo atividades
moderadas como parte do seu trabalho?

horas minutos
1f. Em quantos dias de uma semana
normal vocé gasta fazendo atividades
vigorosas, por pelo menos 10 minutos

continuos,como trabalho de construgao
pesada, carregar grandes pesos, trabalhar com
enxada, escavar ou subir escadas como parte
do seu trabalho:

dias por SEMANA
) nenhum - Va para a questéo 2a.

1g. Quanto tempo no total vocé
usualmente gasta POR DIA fazendo atividades
fisicas vigorosas como parte do seu trabalho?

horas minutos

SEGAO 2 - ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO
DE TRANSPORTE

Estas questdes se referem a forma tipica como
vocé se desloca de um lugar para outro,
incluindo seu trabalho, escola, cinema, lojas e
outros.

2a. O quanto vocé andou na ultima
semana de carro, 6nibus, metré ou trem?

______dias por SEMANA
() nenhum - Va para questao 2c

2b. Quanto tempo no total vocé
usualmente gasta POR DIAandando de carro,
onibus, metroou trem?

horas minutos

Agora pense somente em relacdo a caminhar
ou pedalar para ir de um lugar a outro na ultima
semana.

2c. Em quantos dias da ultima semana
vocé andou de bicicleta por pelo _menos 10

OD | minutos continuos para ir de um lugar para

1c. Quanto tempo no total vocé
usualmente gasta POR DIA caminhando como
parte do seu
trabalho ?

horas minutos
1d. Em quantos dias de uma semana

normal vocé faz atividades moderadas, porpelo
menos 10 minutos continuos, como carregar
pesos leves como parte do seu trabalho?

dias por SEMANA
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outro? (NAO inclua o pedalar por lazer ou
exercicio)

dias por SEMANA
() Nenhum - Va para a questéo 2e.




2d. Nos dias que vocé pedala quanto 3e. Em quantos dias da ultima semana

tempo no total vocé pedala POR DIA para ir de vocé fez atividades fisicas vigorosasno jardim
um lugar -ou quintal por pelo menos 10 minutos como
para outro? carpir, lavar o quintal, esfregar o chao:
horas minutos dias por SEMANA
() Nenhum -Va para a secéo 4.
2e. Em quantos dias da ultima semana 3f. Nos dias que vocé faz este tipo de
vocé caminhou por pelo menos 10 minutos atividades vigorosas no quintal ou jardim
continuos para ir de um lugar para outro? quanto tempo
(NAO inclua as caminhadas por lazer ou no total vocé gasta POR DIA?
exercicio)
horas minutos
dias por SEMANA
() Nenhum - Va para a Secao 3. SEGCAO 4- ATIVIDADES FiSICAS DE
RECREAGAO, ESPORTE, EXERCICIO E DE
2f. Quando vocé caminha para ir de um LAZER.
lugar para outro quanto tempo POR DIA vocé
gasta? (NAO inclua as caminhadas por lazer ou Esta secdo se refere as atividades fisicas que
exercicio) vocé fez na ultima semana unicamente por
recreagdo, esporte, exercicio ou lazer.
horas minutos Novamente pense somente nas atividades
fisicas que faz por pelo menos 10 minutos
SEGAO 3 — ATIVIDADE FiSICA EM CASA: continuos. Por favor, NAO inclua atividades
TRABALHO, TAREFAS DOMESTICAS E que vocé ja tenha citado.
CUIDAR DA FAMILIA.
Esta parte inclui as atividades fisicas que vocé 4a. Sem contar qualquer caminhada que
fez na ultima semana na sua casa e ao redor da vocé tenha citado anteriormente, em quantos
sua casa, por exemplo, trabalho em casa, cuidar dias da
do jardim, cuidar do quintal, trabalho de ultima semana vocé caminhou por_pelo
manutengdo da casa ou para cuidar da sua menos 10 minutos continuosno seu tempo
familia. Novamente pense somentenaquelas livre?
atividades fisicas que vocé faz por pelo menos
10 minutos continuos. CAM dias por SEMANA ( ) Nenhum - V& para
questao 4b

3a. Em quantos dias da ultima semana
MOD R -
vocé fez atividades moderadas por pelo menos

10 minutos como carregar pesos leves, limpar

vidros, varrer, rastelar no jardim ou quintal. 4b. Nos dias em que vocé caminha no seu
tempo livre, quanto tempo no total vocé gasta
dias por SEMANA PORDIA?
() Nenhum - Va para questio 3b.
horas minutos

3b. Nos dias que vocé faz este tipo de
atividades quanto tempo no total vocé gasta 4c. Em quantos dias da ultima semana vocé fez
POR DIA fazendo essas atividades moderadas atividades moderadas no seu tempo livre
no jardim ou no quintal? por pelo menos 10 minutos, como pedalar

MOD |4y nadar a velocidade regular, jogar bola, vélei ,

horas minutos basquete, ténis :
MOD 3c. Em quantos dias da ultima semana dias por SEMANA
vocé fez atividades moderadas por pelo menos () Nenhum - Va para questao 4d.
10 minutos como carregar pesos leves, limpar
vidros, varrer ou limpar o chdo dentro da sua 4d. Nos dias em que vocé faz estas atividades
casa. moderadas no seu tempo livre quanto tempo
no
dias por SEMANA total vocé gasta POR DIA?
() Nenhum - Va para questao 3d.
horas minutos

3d. Nos dias que vocé faz este tipo de
atividades moderadas dentro da sua casa 4e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez
quanto tempo no total vocé gasta POR DIA? VIG atividades vigorosasno seu tempo livre

por pelo menos 10 minutos, como correr,
horas minutos fazer aerdbicos, nadar rapido, pedalar rapido ou
fazer
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Jogging:

dias por SEMANA
() Nenhum - Va para secéo 5.

4f. Nos dias em que vocé faz estas atividades
vigorosas no seu tempo livre quanto tempo no
total

vocé gasta POR DIA?

horas minutos

SEGAO 5 - TEMPO GASTO SENTADO

Estas ultimas questdes sdo sobre o tempo que vocé
permanece sentado todo dia, no trabalho, na escola ou
faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto
inclui o tempo sentado estudando, sentado enquanto
descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo,
lendo, sentado ou deitado assistindo TV. Nao inclua o
tempo gasto sentando durante o transporte em Onibus,
trem, metrd ou carro.

5a. Quanto tempo no total vocé gasta
sentado durante um dia de semana?

horas minutos
5b. Quanto tempo no total vocé gasta

sentado durante em um dia de final de
semana?
horas minutos

O espaco abaixo sera preenchido pelo
pesquisador (Por favor, nao preencha)

Resultado:

Classificagao:

() Sedentario ( ) Irregularmente ativo A
() Irregularmente ativo B

() Ativo () Muito ativo
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ANEXO VI

Three Factor Eating Questionnaire -TFEQ - Stunkard & Messick, 1985

Questionario de 3 fatores para avaliagao do comportamento alimentar

PARTE 1

1- Quando eu sinto o cheiro de um bife fritando, ou vejo um pedago
suculento de carne, eu encontro muita dificuldade para ndo comé-lo, se eu
tiver acabado de fazer uma refeigao.

2- Eu geralmente como muito em ocasides sociais, gosto de festas e picnics.

3- Eu geralmente estou faminto por isso como mais de trés vezes por dia.
4- Quando eu como minha cota de calorias, eu normalmente me sinto bem
em nao comer mais nada.

5- Fazer dieta € muito dificil para mim porque sinto muita fome.

6- Eu intencionalmente como pequenas refeicdes para ajudar no controle do

meu peso

7- As vezes, alguns alimentos tém sabor tdo bom que consigo comer
mesmo quando ndo estou com fome.

8- Visto que estou sempre com fome, as vezes desejo que enquanto estou

comendo, um especialista me diga se comi o suficiente ou se poderia comer

mais alguma coisa.

9- Quando estou ansioso (a), costumo comer mais do que normalmente
como.

10- A vida é muito curta para perdé-la fazendo dieta.

11- Quando meu peso aumenta ou diminui, fago dieta

12- Sempre que sinto muita fome tenho que comer alguma coisa.

13- Quando estou com alguém que come muito, eu também como muito.
14- Eu tenho uma boa no¢do de quantas calorias t€m os alimentos mais
comuns.

15- As vezes, quando eu comego a comer, nio consigo parar.

16- Nao ¢ dificil para eu deixar resto no prato.

17- Em determinados hordrios do dia, eu fico com fome porque tenho o
habito de comer nesses horarios.

18- Quando estou fazendo dieta, se eu como algo que ndo € permitido, eu
intencionalmente como menos por um periodo de tempo para compensar.
19- Quando estou com alguém que estd comendo, as vezes sinto fome
suficiente para comer também.

20- Quando me sinto deprimido, eu sempre como muito

21- Eu divirto comendo muito e fico deprimido contando calorias ou
vigiando meu peso.

22- Quando eu vejo uma guloseima, eu freqiientemente fico com fome e
tenho que comer imediatamente.

23- Eu freqiientemente paro de comer antes de estar completamente cheio,
como forma consciente de limitar a quantidade de comida ingerida.

24- Eu sinto tanta fome que meu estdmago, freqlientemente, parece um
buraco sem fundo.

25- Meu peso mudou pouco durante os tltimos 10 anos.

26- Eu estou sempre faminta, por isso € dificil para eu parar de comer antes

52

<

< < << <<

<< < < < << < < <<< <<k« <

T ™ T

™ T ™™ g

™ ™ T

—_— N W N =



de acabar a comida no meu prato.

27- Quando eu me sinto sozinha, eu me consolo comendo. V F 2
28- Eu conscientemente vomito uma refeicdo com objetivo de ndo ganhar V F 1
peso.

29-Eu, algumas vezes, tenho muita fome pela tarde ou a noite. V F3
30- Eu como qualquer coisa que quero, quando eu quero. V F 1
31- Sem pensar em comida, eu agiiento ficar muito tempo sem comer. V F 2
32- Eu conto calorias como meio consciente de controlar meu peso. V F 1
33- Eu ndo como alguns alimentos porque eles podem me engordar. V F 1
34- Eu estou sempre com fome o suficiente para comer por muito tempo. V F3
35- Eu presto muita ateng¢ao as mudancas no meu corpo. V F 1
36- Enquanto estou fazendo dieta, se eu como um alimento que ndo é V F 2

permitido, eu, muitas vezes, como outros alimentos com elevado teor
calorico.

PARTE 2

“«_n

Por favor responda as seguintes questdes marcando um “x” na resposta apropriada para vocé.

37- Com que freqiiéncia vocé faz dieta com intenc¢io de controlar seu peso?
1 2 3 4
raramente algumas vezes freqlientemente sempre

38- Poderia a flutuacgiao de peso de 2.kg afetar a maneira como vocé vive sua vida?
1 2 3 4

ndo totalmente pouco moderadamente muito

39- Qual a freqiiéncia que vocé sente fome?

1 2 3 4
somente na hora das algumas vezes entre as freqiientemente quase sempre
refeicoes refeicoes entre as refei¢des

40- Sua sensacio de culpa por comer muito ajuda vocé a controlar sua ingestio de
alimentos?
1 2 3 4
nunca raramente freqiientemente sempre

41- Quao dificil seria para vocé parar de comer a meio caminho de terminar o jantar e ficar
sem comer has préximas quatro horas?

1 2 3 4
facil pouco dificil moderadamente dificil muito dificil

42- Vocé tem consciéncia sobre o que vocé esta comendo?
1 2 3 4
nio totalmente pouco moderadamente extremamente

43- Qual a freqiiéncia que vocé tem resistido a alimentos tentadores?
1 2 3 4
quase nunca raramente freqiientemente quase sempre

44- Qual a probabilidade de vocé comprar alimentos de baixa caloria?

1 2 3 4
improvavel pouco provavel moderadamente provavel muito provavel
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45- Vocé come moderadamente diante de outros e sozinho come grande quantidade de
alimentos?
1 2 3 4
nunca raramente freqiientemente sempre

46- Qual a probabilidade de vocé, conscientemente, comer lentamente com objetivo de
reduzir o quanto vocé come?
1 2 3 4
improvavel pouco provavel moderadamente provavel muito provavel

47- Com qual freqiiéncia vocé dispensa uma sobremesa porque voceé ja esta satisfeita?

1 2 3 4
quase nunca raramente no minimo umavez  quase todo dia
por semana

48- Qual a probabilidade de vocé comer conscientemente menos do que vocé quer?
1 2 3 4
improvavel pouco provavel moderadamente provavel muito provavel

49- Vocé costuma comer mesmo sem estar com fome?
1 2 3 4
nunca raramente Algumas vezes ao menos uma
vez por semana

50- Na escalade 0 a 5, onde 0 quer dizer sem restricdo alimentar (comer tudo que vocé quer,
sempre que vocé quer) e 5 significa restricio total (limita constantemente a ingestio de
alimentos e nunca cede) qual o nimero vocé poderia dar para vocé mesmo?

0
Come tudo que vocé quer, quando que vocé quer
1
freqlientemente come tudo que vocé quer, quando vocé quer
2
Muitas vezes come tudo que vocé quer, Quando vocé quer
3
muitas vezes limita ingestdo de alimentos, mas freqiientemente cede
4
freqlientemente limita ingestao de alimentos, mas raramente cede
5

constantemente limita ingestao de alimentos, nunca cede

51- Até que ponto esta declaragio descreve seu comportamento alimentar? Eu comecgo fazer
dieta pela manh3, mas devido algum nimero de coisas que acontecem durante o dia, pela
tarde eu me rendo e como o que eu quero e prometo a mim mesma (0) comecar, novamente,
a dieta amanha.

1 2 3 4 +2
ndo parece comigo  parece um pouco  me descreve muito me descreve
comigo bem perfeitamente
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ANEXO VII

Questionario Quantitativo de Freqiiéncia Alimentar (QQFA)

Leite e derivados Quantas vezes vocé Unidade | Pequena | Média | Grande
come
Leite integral N12345678910 DSM
Leite desnatado N12345678910 DSM
Iogurte convencional N12345678910 DSM
Togurte light N12345678910 DSM
Queijo branco N12345678910 DSM
Queijo amarelo N12345678910 DSM
Requeijdo convencional N12345678910 DSM
Requeijdo light N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Paes e substitutos
Pao francés N12345678910 DSM
Pao de forma convencional N12345678910 DSM
P3o de forma Light N12345678910 DSM
P3o integral N12345678910 DSM
P3o de queijo N12345678910 DSM
Biscoito salgado N12345678910 DSM
Biscoito polvilho N12345678910 DSM
Biscoito de maisena N12345678910 DSM
Biscoito recheado diet N12345678910 DSM
Biscoito recheado convencional N12345678910 DSM
Biscoito Waffer diet N12345678910 DSM
Biscoito Waffer convencional N12345678910 DSM
Bolodiet N12345678910 DSM
Bolo convencional N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Gorduras
Margarina convencional N12345678910 DSM
Margarina Light N12345678910 DSM
Manteiga N12345678910 DSM
Maionese convencional N12345678910 DSM
Maionese light N12345678910 DSM
Azeite N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Cereais
Arroz N12345678910 DSM
Arroz integral N12345678910 DSM
Arroz temperado N12345678910 DSM
Batata Frita N12345678910 DSM
Mandioca Frita N12345678910 DSM
Batata cozida N12345678910 DSM
Mandioca cozida N12345678910 DSM
Angu N12345678910 DSM
Milho Verde N12345678910 DSM
Macarrao N12345678910 DSM
Lasanha N12345678910 DSM
Macarrao instantaneo N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
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Salgados Quantas vezes vocé Unidade | Pequena | Média | Grande
come
Coxinha N12345678910 DSM
Quibe N12345678910 DSM
Esfiha/ enroladinho N12345678910 DSM
Empada N12345678910 DSM
Pastel N12345678910 DSM
Pizza N12345678910 DSM
Farinha N12345678910 DSM
Farofa N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Frutas
Laranja N12345678910 DSM
Banana N12345678910 DSM
Maga N12345678910 DSM
Péra N12345678910 DSM
Mamao N12345678910 DSM
Melancia/ meldao N12345678910 DSM
Abacaxi N12345678910 DSM
Uva N12345678910 DSM
Outras frutas N12345678910 DSM
Suco de laranja natural N12345678910 DSM
Suco de outras frutas N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Leguminosas
Feijdo N12345678910 DSM
Feijdo tropeiro N12345678910 DSM
Soja N12345678910 DSM
Ervilha N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Verduras/ legumes
Alface N12345678910 DSM
Agrido N12345678910 DSM
Repolho N12345678910 DSM
Espinafre N12345678910 DSM
Couve N12345678910 DSM
Couve flor, brécolis N12345678910 DSM
Cenoura crua N12345678910 DSM
Cenoura cozida N12345678910 DSM
Abdbora cozida N12345678910 DSM
Tomate N12345678910 DSM
Beterraba N12345678910 DSM
Chuchu N12345678910 DSM
Abobrinha N12345678910 DSM
Quiabo N12345678910 DSM
Pepino N12345678910 DSM
Outros N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Sopas N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Carnes Quantas vezes vocé Unidade | Pequena | Média | Grande

come
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Carne bovina magra N12345678910 DSM
Carne bovina gorda N12345678910 DSM
Carne Moida N12345678910 DSM
Carne suina magra N12345678910 DSM
Carne suina gorda N12345678910 DSM
Bacon, torresmo N12345678910 DSM
Frango sem pele N12345678910 DSM
Frango com pele N12345678910 DSM
Peixes N12345678910 DSM
Lingiiica N12345678910 DSM
Salsicha N12345678910 DSM
Ovo cozido N12345678910 DSM
Ovo frito/ omelete N12345678910 DSM
Presunto, mortadela N12345678910 DSM
Hamburguer N12345678910 DSM
Steak N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Bebidas
Refrigerante diet N12345678910 DSM
Suco artificial diet N12345678910 DSM
Refrigerante convencional N12345678910 DSM
Suco artificial convencional N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Doces, miscelaneas
Chocolates N12345678910 DSM
Arroz doce N12345678910 DSM
Doce de leite N12345678910 DSM
Doces de fruta N12345678910 DSM
Sorvete N12345678910 DSM
Pipoca N12345678910 DSM
Achocolatado N12345678910 DSM
Chips ® N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
Outros Alimentos
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM
N12345678910 DSM

D (diaria), S (semanal), M (mensal), N (nhunca).
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