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RESUMO

DIAS, Kelly Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2021. Efeito do
concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcumina no balanco oxidativo,
inflamacao e histopatologia do misculo de ratos Wistar submetidos a exercicio exaustivo.
Orientadora: Ceres Mattos Della Lucia.

Exercicios fisicos extenuantes podem levar ao desequilibrio fisioldgico, causando alteragdes
musculares como danos oxidativos e inflamacdo. Nesse sentido, compostos bioativos tém sido
estudados, devido aos seus efeitos antioxidante e anti-inflamatério, importantes para o controle
metabdlico. Assim, destaca-se a curcumina (CCM), adicionada a uma proteina de alto valor
bioldgico, como o concentrado proteico de soro de leite (whey protein - WP), que pode
promover beneficios adicionais a saide. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da adicdo de CCM ao concentrado proteico de soro de leite (WPC) no balanco oxidativo,
inflamacao e na histopatologia muscular de ratos Wistar submetidos a um protocolo agudo de
exercicio fisico exaustivo. Os animais foram alocados em 6 grupos experimentais (n=8): G1:
dieta padrdao (AIN-93M); G2: AIN-93M submetido a teste de exaustdo (AIN-93M TE); G3:
whey protein concentrado adicionado de curcumina (WPC+CCM); G4: WPC + CCM
submetido a teste de exaustao (WPC+CCM TE); G5: curcumina (CCM); e G6: CCM submetido
a teste de exaustdo (CCM TE). O teste de exaustdo (TE) em natacdo foi realizado apds 4
semanas de experimento e, 24 horas apds, os animais foram eutanasiados. O tecido muscular
foi coletado para avaliacdo do estresse oxidativo, inflamagdo e histopatologia. Além disso,
foram analisados as concentracdes de lactato sanguineo. O consumo do WPC+CCM, nos
animais submetidos ao TE, aumentou as concentracdes da enzima catalase (CAT) em
comparagdo ao mesmo grupo nao submetido ao TE (WPC+CCM). O mesmo foi observado no
grupo CCM TE vs. CCM. As concentracdes da enzima glutationa (GST) também foram maiores
no grupo CCM TE vs. CCM. Além disso, o consumo de WPC+CCM foi capaz de reduzir os
niveis de peroxidac¢do lipidica em periodo de exaustio (WPC+CCM TE vs. WPC+CCM). As
concentragdes de proteina carbonilada foram menores no grupo CCM TE quando comparadas
as concentracdes apresentadas pelo grupo AIN-93M TE e WPC+CCM TE. O consumo de
WPC+CCM e CCM aumentaram a concentra¢do de 6xido nitrico nos animais. A expressao
génica de interleucina — 6 (IL-6) foi menor e a expressao de interleucina -10 (IL-10) foi maior
nos grupos WPC+CCM e CCM, bem como nos grupos WPC+CCM TE e CCM TE. A ingestao
do WPC+CCM e/ou da CCM mostrou, ainda, reducdo na inflamagdo, aumento da drea de fibra

muscular e do didmetro das fibras musculares e menores dreas de tecido conjuntivo. As



concentragdes de lactato apds o teste exaustivo em natacdo foram menores no grupo
WPC+CCM. Assim, pode-se concluir que a associacdo do WPC+CCM age de forma positiva
reduzindo a inflamag¢do, melhorando o balango oxidativo e as varidveis histopatoldgicas, além

de diminuir a fadiga decorrente do exercicio exaustivo em natagao.

Palavras-chave: Exercicio fisico. Exercicio aerdbico. Natacdo. Curcuma. Antioxidantes.

Citocinas inflamatorias.



ABSTRACT

DIAS, Kelly Aparecida, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2021. Effect of whey
protein concentrate admixtured of curcumin on oxidative balance, inflammation and
muscle histopathology in Wistar rats submitted to exhaustive exercise. Adviser: Ceres
Mattos Della Lucia.

Strenuous physical exercise can lead to physiological imbalance, causing muscle changes such
as oxidative damage and inflammation. In this sense, bioactive compounds have been studied
due to their antioxidant and anti-inflammatory effects, which are important for metabolic
control. Thus, curcumin (CCM) stands out, added to a protein of high biological value, such as
whey protein concentrate (whey protein - WP), which can promote additional health benefits.
The present study aimed to evaluate the effect of adding CCM to whey protein concentrate
(WPC) on the oxidative balance, inflammation and muscle histopathology of Wistar rats
submitted to an acute exhaustive physical exercise protocol. The animals were divided into 6
experimental groups (n=8): Gl: standard diet (AIN-93M); G2: AIN-93M subjected to
exhaustion test (AIN-93M TE); G3: whey protein concentrate added with curcumin
(WPC+CCM); G4: WPC + CCM subjected to exhaustion test (WPC+CCM TE); G5: curcumin
(CCM); and G6: CCM subjected to exhaustion test (CCM TE). The exhaustion test (ET) in
swimming was performed after 4 weeks of the experiment and, 24 hours later, the animals were
euthanized. Muscle tissue was collected for assessment of oxidative stress, inflammation and
histopathology. In addition, blood lactate concentrations were analyzed. The consumption of
WPC+CCM, in animals submitted to TE, increased the concentrations of the enzyme catalase
(CAT) compared to the same group not submitted to TE (WPC+CCM). The same was observed
in the CCM TE vs. CCM. Glutathione enzyme (GST) concentrations were also higher in CCM
TE vs. CCM. Furthermore, the consumption of WPC+CCM was able to reduce the levels of
lipid peroxidation in the exhaustion period (WPC+CCM TE vs. WPC+CCM). The carbonyl
protein concentrations were lower in the CCM TE group when compared to the concentrations
presented by the AIN-93M TE and WPC+CCM TE group. The consumption of WPC+CCM
and CCM increased the nitric oxide concentration in the animals. The gene expression of
interleukin — 6 (IL-6) was lower and the expression of interleukin -10 (IL-10) was higher in the
WPC+CCM and CCM groups, as well as in the WPC+CCM TE and CCM TE groups. Intake
of WPC+CCM and/or CCM also showed a reduction in inflammation, increased muscle fiber
area and muscle fiber diameter, and smaller areas of connective tissue. Lactate concentrations

after the exhaustive swimming test were lower in the WPC+CCM group. Thus, it can be



concluded that the association of WPC+CCM acts positively by reducing inflammation,
improving oxidative balance and histopathological variables, in addition to reducing fatigue

resulting from exhaustive exercise in swimming.

Keywords: Physical exercise. Aerobic exercise. Swimming. Turmeric. Antioxidants.

Inflammatory cytokines.
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1. INTRODUCAO

O exercicio fisico praticado com intensidade, duracdo e volume adequados, associado a
um tempo apropriado de recuperagdo, pode melhorar o estado de satide geral, promovendo
adaptacdes positivas nos sistemas fisiologicos (GARBER et al., 2011; STEELE et al., 2017).
Por outro lado, exercicios extenuantes de alta intensidade e longa duracdo podem levar ao
desequilibrio fisiolégico, causando prejuizos na reparacdo muscular, danos musculares e
oxidativos, inflamacao, catabolismo proteico, além de depressao imunolégica (BENETTI et al.,
2009; SILVA; MACEDO, 2011; LIRA et al., 2012). Dessa forma, o aumento no estresse
oxidativo e na inflamag¢do podem diminuir a fun¢do muscular (FUSTER-MUNOZ et al., 2016).
Nesse sentido, prevenir ou minimizar o dano ao musculo, bem como reduzir as respostas
inflamatorias acentuadas, pode maximizar o treinamento e o desempenho, além de prevenir

lesdes (TANABE et al., 2015; TANABE et al., 2019).

Antioxidantes enddgenos protegem o organismo contra danos oxidativos,
principalmente pela ativagdo da resposta antioxidante. No entanto, em exercicios extenuantes
pode haver reducao da sua atividade (GOMEZ-CABRERA et al., 2015; RADAK e TAYLOR,
2019). Assim, a oferta de antioxidantes exdgenos pode representar uma alternativa para
minimizar estes danos. Nesse sentido, a curcumina (CCM), principal composto extraido da
circuma (Crircuma longa L.) tem recebido considerdvel atencdo devido aos seus beneficios,
com efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, imunolégico reguladores, cardioprotetores,
antineoplésicos, hepatoprotetores, entre outros. Assim, a CCM € considerada um composto
nutracéutico, uma vez que, além de nutrir, exerce efeitos benéficos no organismo (SHEHZAD
et al., 2013; SAMARGHANDIAN et al., 2017; ZHENG et al., 2017; CAO et al., 2018; DAI et
al., 2018; DALIU; SANTINI; NOVELLINO, 2018; LIU et al., 2018).

Ainda, o uso de proteinas do soro do leite (whey protein - WP) como suplemento
alimentar tornou-se comum entre atletas e praticantes de atividade fisica. Além da sua eficdcia
e seguranca, essas proteinas apresentam alto valor bioldgico, rapida digestibilidade, absorcado e
eficiéncia metabdlica, otimizando a recupera¢do em exercicios extenuantes, o desempenho
esportivo e a hipertrofia muscular (BORGES et al., 2001; ATHERTON E SMITH, 2012).
Estudos sugerem que a utilizagdo do WP pode atenuar o estresse oxidativo e a inflamacao
induzidos pelo exercicio (XU et al., 2011; KERASIOTI et al., 2012; ATHIRA et al., 2013;
KERASIOTI et al., 2013).
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Neste estudo investigamos se a associa¢do entre a CCM e o WP, como forma de
substitui¢do parcial a oferta de proteina didria, pode prevenir a inflamacao acentuada, controlar
varidveis antioxidantes e histopatoldgicas dos animais experimentais, uma vez que essa
associacao confere ao produto caracteristicas nutricionais elevadas e potencial antioxidante. A
inovagdo do estudo deve-se ao fato de ndo ter sido relatado anteriormente os efeitos da
associacao de curcumina com alta biodisponibilidade a uma proteina de alto valor bioldgico em
relagdo ao balango oxidativo, inflamacdo e integridade do tecido muscular de ratos Wistar

submetidos a um protocolo de exercicio exaustivo.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do concentrado proteico de soro de leite (whey protein concentrado -
WPC) adicionado de curcumina (CCM) no balango oxidativo, inflamacao e histopatologia do

musculo de ratos Wistar submetidos a um protocolo agudo de exercicio fisico exaustivo.

2.2 Objetivos especificos
e Analisar os marcadores oxidativos no musculo dos animais;
e Determinar a expressio génica de TNF-a, IL-6 e IL-10 no musculo dos animais;
e Avaliar histopatologicamente o tecido muscular dos animais;
e Analisar os niveis de lactato sanguineo dos animais submetidos ao teste agudo em
natacao;
e Revisar sistematicamente os efeitos da curcumina em humanos por meio de ensaios

clinicos.

3. HIPOTESE

Espera-se que o WP adicionado de CCM tenha efeito benéfico em relacdo aos
marcadores do estresse oxidativo e que seja capaz de reduzir ou reverter os efeitos inflamatérios
induzidos pelo exercicio fisico extenuante, além de preservar as fungdes teciduais musculares,
proporcionando agdo antioxidante e anti-inflamatdria, uma vez que esse composto apresenta

considerdvel quantidade de peptideos bioativos e polifenois.

Além disso, espera-se que a revisdo sistemadtica auxilie na elucida¢do dos efeitos
benéficos do consumo de curcumina por individuos sedentdrios submetidos a realizacdo de

exercicio fisico exaustivo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Exercicio fisico exaustivo

O exercicio fisico regular praticado de forma adequada pode melhorar o estado de satide
geral e promover adaptacdes positivas nos sistemas fisiologicos (GARBER et al., 2011;
STEELE et al., 2017). Por outro lado, o exercicio intenso, exaustivo, de longa duracdo e periodo
insuficiente de recuperacdo, pode levar ao desequilibrio fisiol6gico, uma vez que o organismo
pode ndo conseguir reparar todo o dano muscular causado, resultando em excessiva producao
de radicais livres, fadiga e prejuizos na recuperacao muscular (BENETTI et al., 2009; LIRA et
al., 2012; He F et al., 2016).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a defesa antioxidante endégena e a
quantidade excessiva de radicais livres gerados nas células. O musculo esquelético é um local
de geracdo de EROs durante a contragdo provavelmente porque as miofibrilas sdo naturalmente
uma regido pro-oxidante. Nesse sentido, a redugdo da atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GSH) aumentam subsequentemente o dano oxidativo as proteinas, lipidios e ao acido

desoxirribonucleico (DNA) (GOMEZ-CABRERA et al., 2015; RADAK e TAYLOR, 2019).

Além do aumento da producdo de EROs, exercicios fisicos de alta intensidade podem
levar também ao aumento de mediadores inflamatérios devido a um comprometimento no
sistema de defesa por antioxidantes (JI LL, 2015; SALLAM & LAHER, 2016). Nesse sentido,
estudos mostraram que o exercicio agudo aumentou os niveis de malondialdeido no plasma,
soro, figado e em tecidos musculares de ratos Wistar (DEMINICE & JORDAO, 2012; PALA,
2018). Ainda, Nogueira et al. (2018) verificaram que ratos nao treinados submetidos a exercicio
intenso de corrida a 80% da sua velocidade maxima (Vmaéx) por 30 min, aumentaram o estresse

oxidativo e inflamacao.

Exercicios fisicos exaustivos e/ou de alta intensidade afetam a homeostase do corpo,
como o status redox e alteram as func¢des fisioldgicas. A multiplica¢do dos radicais livres leva
ao rompimento da integridade da membrana celular devido a peroxidacdo lipidica e
consequentemente promove a liberacdo de mediadores inflamatérios pelos macréfagos
residentes do tecido estimulando a migra¢do de mai células inflamatdrias e consequentemente
aumentando o nimero de macréfagos e outras células inflamatérias no tecido muscular
(DEMOPOULOS et al., 1986; WARREN et al., 2001). Assim, 0 aumento no estresse oxidativo
e na inflamacdo podem diminuir a fun¢do muscular (FUSTER-MUNOZ et al., 2016). O
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extravasamento das células libera enzimas ou proteinas especificas do citosol no sangue, como
creatina quinase (CK), mioglobina (Mb), aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), as quais sinalizam dano muscular. Outros biomarcadores como

lactato, amonia e ureia sdo comumente utilizados para avaliar a fadiga (HUANG et al., 2015).

Em estudo com ratos Wistar (PALA et al., 2018) foi observado que o exercicio agudo
aumenta o estresse oxidativo. Por outro lado, o exercicio cronico, além de reduzir os danos
oxidativos, também reduziu a peroxidacdo lipidica. Os danos no musculo esquelético causados
pelo exercicio extenuante podem variar de uma lesdo estrutural das fibras musculares até a
ruptura do musculo (PALACIOS et al.,, 2015). Essas lesdes musculares podem ser
caracterizadas por dores musculares de inicio tardio (DMIT), reducdo na forca muscular,
inflamagdo transitéria, rompimento de fibras musculares e diminui¢do do desempenho fisico

(SILVA; MACEDO, 2011; HUANG et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2016).

Kawanishi et al. (2016) mostraram, em um modelo experimental utilizando
camundongos, que a inflamag¢ao causada por exercicio exaustivo € influenciada por mediadores
liberados por macréfagos ativados, incluindo citocinas pré-inflamatérias. A infiltracdo de
macréfagos induzida pelo exercicio é um fator importante no desenvolvimento de lesdo
muscular, uma vez que a resposta inflamatdria excessiva pode causar danos as miofibrilas
(KAWANISHI et al., 2016). As citocinas, por sua vez, controlam a resposta inflamatdria, sendo
responsdveis pela duragdo, coordenacdo e magnitude do processo inflamatério (SILVA;

MACEDO, 2011).

Estudos em ratos mostraram que o exercicio exaustivo aumentou o nivel de &cido
ribonucleico responsavel pela transferéncia de informacgdes do DNA (mRNA) e a concentracao
proteica do fator de necrose tumoral (TNF-a) no musculo esquelético (ROSA NETO et al.,
2009; HUANG et al., 2013). Da mesma forma, estudos com humanos mostraram que citocinas
pré-inflamatérias, como interleucina IL-1P, IL-6 e proteina quimioatrativa de mondcitos
(MCP)-1, eram secretadas apds exercicios prolongados (KAWANISHI et al., 2002;
KAWANISHI et al., 2003). A IL-6, produzida via sinalizag¢do das citocinas pr6 inflamatorias e
das EROs, pode ser considerada o principal agente regulador da fase aguda no exercicio fisico
e sua secre¢do estd relacionada a regulacido do metabolismo durante o exercicio (CAREY et al.,

2006; SILVA; MACEDO, 2011).

Além disso, estudos com humanos mostraram que o exercicio fisico prolongado causa

lesao muscular esquelética, evidenciado pelo aumento nos niveis séricos de enzimas citosoélicas,
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como creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) (KIM et al., 2007; KIM et al., 2009;
HARTYet al., 2019). Em estudos experimentais com ratos, foi demonstrado que o exercicio
exaustivo, além de aumentar os niveis de CK e LDH, também induziu lesdes na estrutura das

miofibrilas (MALAGUTI et al., 2009).

O processo inflamatério no pds-exercicio, quando este é praticado em intensidade,
duracdo e volume adequados, é benéfico e indispensdvel para a regeneracdo e reparo da
musculatura danificada. No entanto, exercicios extenuantes de alta intensidade e longa duracio
podem prejudicar a reparacdo da musculatura, levar a danos oxidativos, catabolismo proteico,
além de causar depressdao imunolégica (SILVA; MACEDO, 2011; CAMPBELL, CARLINI,
FLEENOR 2021).

Dessa forma, prevenir ou minimizar o dano muscular, bem como reduzir as respostas
inflamatorias acentuadas, pode maximizar o treinamento e o desempenho, além de prevenir
lesdes (TANABE et al., 2015). Assim sendo, compostos bioativos com propriedades
antioxidante e anti-inflamatdria, bem como proteinas do soro de leite e seus hidrolisados, tém
sido cada vez mais estudados no campo esportivo, na tentativa de prevenir lesdes musculares e
melhorar o rendimento de praticantes de atividade fisica (FUSTER-MUNOZ et al., 2016;
CRUM et al., 2017).

4.2 Carcuma

A Circuma longa L., popularmente conhecida como acafrdo-da-terra, € uma planta
perene da familia Zingiberaceae, cultivada na India e em regides tropicais da Asia. Anlises de
composi¢ao quimica mostraram que a ctircuma contém carboidratos (69,4%), proteinas (6,3%),
gorduras (5,1%), minerais (3,5%), e umidade (13,1%) (BAGCHI, 2012). Além disso, os
curcuminoides, como curcumina (60-70%), desmetoxicurcumina (20-27%) e
bisdemetoxicurcumina (10-15%) sdo os principais polifenois encontrados no rizoma da

Curcuma longa L. (NELSON et al., 2007; GOEL et al., 2008).

Os polifenois sdo metabdlitos secundérios encontrados em diversos alimentos como
frutas, vegetais, sementes e graos (VINSON et al., 2001; HEWLINGS e KALMAN, 2017).
Podem ser classificados como flavonoides, dcidos fendlicos, estilbenos e lignanas (SHEN et
al., 2012). Investigagdes sobre o uso de polifenois intensificaram-se nas ultimas décadas devido
aos seus potenciais beneficios para a saide (LIU et al., 2004; JEONG et al., 2011; BEARA et
al., 2012; ZIMMER et al., 2012).
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O p6 do acafrdo € considerado um tempero indiano derivado dos rizomas da planta,
também muito utilizado para fins terapéuticos (AMMON & WAHL, 1991; SALEHI et al.
2019). A curcuma longa é uma planta herbdcea rizomatosa da familia do gengibre e tem sido
usada em paises asidticos como uma erva medicinal gracas as suas propriedades
antiinflamatdrias, antioxidantes, antimutagénicas, antimicrobianas e anticincer (HEWLINGS e
KALMAN, 2017). Seus principais beneficios estdo associados aos seus curcuminoides. Os
curcuminoides foram reconhecidos pela Food and Drug Administration (FDA) como

substancias seguras e tolerdveis (HEWLINGS e KALMAN, 2017).
4.2.1 Curcumina

A curcumina (CCM) (1E,6E) - 1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona), um componente amarelo-alaranjado, foi isolada pela primeira vez por Vogel em 1815 e
estruturalmente caracterizada por Lampe e Milobedeska em 1910 (HATCHER et al., 2008).
Também chamada de difoilmetil, ¢ um polifenol natural de baixo peso molecular e o principal
curcuminoide do acafrdo (Curcuma longa L.) (AGGARWAL et al., 2003; CHIBA et al. 2011;
ZHU et al., 2017). A molécula consiste em dois 4-hidroxi-3-metoxifenil ligados a uma ponte
de carbono insaturada a o, B-dicetona, possui a férmula molecular C21H>OOs, € peso molecular
de 368,385 g / mol. A curcumina exibe um tautomerismo de ceto-enol com as formas de ceto e

enol existentes em determinadas propor¢des, quando dissolvida, a forma enol predomina (ZHU

etal., 2017).

Inimeros estudos apontam os beneficios da curcumina devido aos seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios, imunoldgicos reguladores, antineopldsicos, antimutagénicos,
antiangiogénicos, hepatoprotetores, trombossupressores e cardioprotetores (SHEHZAD et al.,
2013; SAMARGHANDIAN et al., 2017; ZHENG et al., 2017; CAO et al., 2018; DAI et al.,
2018; LIU et al., 2018).

O desequilibrio entre a produgdo de radicais livres € a sua remo¢do por mecanismos
antioxidantes leva a uma sobrecarga tecidual conhecida como estresse oxidativo. Este processo
de oxidacdo de biomoléculas manifesta-se por meio do dano oxidativo contra células e
consequentemente nos tecidos, desencadeando eventos patolégicos e alterando funcdes
celulares (ALMONDES et al.,, 2010; BARBOSA et al.,, 2010; CAMPBELL, CARLINI,
FLEENOR 2021). Antioxidantes enddgenos e exdgenos podem proteger o organismo dos
efeitos deletérios dos radicais livres, atenuando o progresso de muitas doencas cronicas

(DEROCHETTE et al., 2013). Estudos in vitro e in vivo mostraram que a a¢ao antioxidante da
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curcumina contribui para seus efeitos terapéuticos, uma vez que ela diminui os marcadores
sistémicos do estresse oxidativo. Sua estrutura quimica mostra que os grupos de doacdo de
elétrons, especialmente o grupo hidroxila fendlico, s@o os principais contribuintes para sua

atividade antioxidante (EL-BAHR, 2015; SAHEBKAR et al., 2015).

Dessa forma, a curcumina pode reduzir o estresse oxidativo celular, por meio da
remog¢do de diferentes formas de radicais livres, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(MENON e SUDHEER, 2007; TAPIA et al., 2014; ZHENG et al., 2017). A curcumina também
pode aumentar a atividade das enzimas antioxidantes, como catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GST) (EL-BAHR,
2015; SAHEBKAR et al., 2015). Além disso, por ser um composto lipofilico, a curcumina é
eficiente como eliminadora de radicais peroxil, considerada um antioxidante de quebra de
cadeia (PRIYADARSINI et al., 2003). A curcumina pode também inibir enzimas geradoras de

EROs, como lipoxigenase/ ciclooxigenase e xantina hidrogenase/ oxidase (LIN et al., 2007).

Além de exercer influéncia em intimeras doencgas cronicas, os processos patoldgicos do
estresse oxidativo relacionam-se aos da inflamacgdo. Possivelmente coexiste um processo de
estimulo oxidativo e inflamatério nas células musculares apds a prética de exercicios fisico
exaustivos. As células inflamatdrias liberam radicais livres e EROs, em um processo conhecido
como explosdo respiratéria, no qual estas espécies radicalares extravasam da células
promovendo lesdo tecidual. Consequentemente, durante este extravasamento, células
inflamatdrias presentes normalmente no tecido produzem mediadores inflamatdérios que atraem
mais células de defesa, em especial fagdcitos, que instalam um processo inflamatério tecidual,
levando ao estresse oxidativo. Do mesmo modo, espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
podem iniciar uma cascata de sinalizacdo intracelular que melhora a expressao génica pro-
inflamatdria, demonstrando a relacao entre estresse oxidativo e inflamacao (JURENKA, 2009;

BISWAS, 2016).

A inflama¢do € um mediador para diversas doencgas e pode ser causada por fatores
externos ou intrinsecos. Além da reducdo do estresse oxidativo, a curcumina também pode
proteger contra a inflamagao por meio da modulagao de citocinas pré- inflamatdrias e vias de
sinaliza¢do, como o fator nuclear kappa B (NF-kB), receptor-gama ativado por proliferador de
peroxissomo (PPAR-y) e proteina de diferenciagdo mieloide (WANG et al., 2015; ANTOINE
e GIRARD, 2015; LI et al., 2017; ZHANG et al., 2018).
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O fator de necrose tumoral o (TNF-a) € um mediador da inflamagao em muitas doengas.
Seu efeito € regulado pela ativacdo de um fator de transcri¢ao, o NF-xB. Além do TNF-a, o
NF-kB também ¢ ativado pela maioria das citocinas inflamatdrias e por bactérias gram-
negativas, virus, estresse quimico, fisico e outros fatores causadores de doencas. Portanto,
agentes que regulam negativamente o NF-«kB e os produtos génicos regulados por NF-kB tém
eficdcia potencial contra inimeras doencas. A curcumina mostrou efetividade ao regular a

ativacdo de NF-xB (PANAHI et al., 2016; SAHIN et al., 2016).

Além disso, a regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatérias pode reduzir a
incidéncia de inflamagao, uma vez que a resposta inflamatéria € caracterizada por produgao
excessiva destas citocinas, como IL-6, IL-1p e TNF-a (WU e WANG, 2014). O pré-tratamento
com curcumina em células epiteliais genitais humanas anulou a regulacao positiva das citocinas
pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 e das quimiocinas IL-8 e proteinas induzidas por interferon

gama 10 (IP-10) (FERREIRA et al., 2015).

Por outro lado, a regulacdo positiva de citocinas anti-inflamatdrias € fundamental para
diminuir a resposta inflamatéria. Os resultados de um estudo experimental (SONG et al., 2018)
mostraram que a curcumina pode inibir a inflamag¢do e aumentar os macréfagos do tipo M2 em
detrimento aos macréfagos M1 em tecidos adiposos brancos, promovendo a producido de
citocinas anti-inflamatdrias. Além disso, também foi observada a capacidade da curcumina em

reduzir a expressao de citocinas pré-inflamatdrias.

Outro estudo demonstrou em macréfagos cultivados que transportadores
nanoestruturados carregados com curcumina sdo absorvidos por estes macrofagos, que
aumentam a liberacdo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF- . Ainda, ocorre
reducgdo da producao de fatores pro-inflamatérios (WANG et al., 2016). Portanto, a curcumina
exibe atividade anti-inflamatéria por meio da regulagcdo de citocinas pré-inflamatérias como
IL-6, TNF- a e IL-1B, e também através da regulacao de citocinas anti-inflamatdérias, como IL-

10 e TGF-f.
4.2.2 Biodisponibilidade da curcumina

Apesar de os beneficios relatados por seus mecanismos anti-inflamatérios e
antioxidantes, os resultados terapéuticos e uso clinico da curcumina sao limitados devido a sua
baixa biodisponibilidade, absorcdo intestinal e propriedades hidrofébicas, levando a baixa

solubilidade (ANAND et al.,, 2007; SHAO et al., 2012; IMAIZUMI, 2015). Pesquisas
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relacionadas a farmacocinética da curcumina revelaram que sua baixa absor¢do no plasma e
tecidos, rdpido metabolismo e excrecdo reduzem consideravelmente sua biodisponibilidade

(ZHANG et al., 2012; AROZAL et al., 2019; SALEHI et al., 2019).

Além disso, a curcumina € pouco soluvel em &dgua e suscetivel a degradacdo,
principalmente em condi¢des alcalinas. Em condi¢do de pH> 7, a curcumina é degradada para
Trans-6- (40-hidroxi-30-metoxifenil) -2, 4- dioxo-5-hexanal, acido ferilico, feroilmetano e
vanilina em 30 minutos. Sob condi¢des dcidas, sua degradagdo é menor, com menos de 20% da
curcumina decomposta em 1 hora (LIU et al., 2016). Quando ingerida por via oral, a maior
parte da curcumina é excretada pelas fezes e apenas uma pequena porc¢ao € absorvida no

intestino (HOEHLE et al., 2006).

Inimeros estudos foram realizados a fim de melhorar a biodisponibilidade oral da
curcumina, o0Ss quais investigaram sistemas de administracdo, incluindo suspensdes
submicronicas, complexos de fosfatidilcolina e nanoparticulas lipidicas s6lidas (GOTA et al.,
2010; SASAKI et al., 2011). Nesse sentido, a Theracurmin®, uma curcumina altamente
biodisponivel desenvolvida por tecnologia micronizada, foi capaz de aumentar
significativamente a biodisponibilidade e a solubilidade em &4gua, quando comparada a
curcumina convencional. Em estudos pré-clinicos e clinicos, a absor¢do de Theracurmin® foi
superior em 30 vezes a de curcumina. Além disso, a sua concentracdo plasmatica maxima

aumentou mais de 50 vezes quando a Theracurmin foi usada (SASAKI et al., 2011).
4.3 Concentrado proteico de soro de leite (Whey protein)

A massa muscular esquelética é mantida pelo equilibrio nas taxas de sintese e
degradacdo de proteinas musculares e influencia a for¢a, o desempenho fisico, além de
promover regulacdo metabolica. Baixos niveis ou perda de massa muscular estio relacionados
ao aumento do risco de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT), além de limitagdes
funcionais e fragilidade. Dessa forma, a manutencio e o aumento da massa muscular durante a
vida € fundamental para otimizar o desempenho e melhorar a saide (DEVRIES & PHILLIPS,
2015).

As proteinas sdo consideradas o mais abundante componente estrutural e funcional das
células do corpo (COSTA & PELUZIO, 2008) e diferem em qualidade de acordo com seu perfil
de aminodcidos, digestibilidade e biodisponibilidade (FAO/WHO Expert Consultation, 1991).

A caseina e as proteinas do soro de leite (do inglés whey protein — WP) correspondem a 80% e
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20% do total de proteinas do leite, respectivamente. As proteinas do soro do leite tém sido
altamente empregadas como suplemento alimentar devido a sua eficacia e seguranga. O uso do
WP tornou-se comum entre atletas e praticantes de atividade fisica, devido ao seu alto valor
bioldgico, rapida digestibilidade, absor¢do e eficiéncia metabdlica, otimizando a recuperagao
em exercicios extenuantes, o desempenho esportivo e a hipertrofia muscular (BORGES et al.,

2001; ATHERTON e SMITH, 2012).

As proteinas do leite sdo fonte de aminodcidos e possuem alta concentracdo de
aminodcidos essenciais (45-55 g/100 g) (BUCCI, 2000; PENNINGS et al., 2011). Além disso,
o WP apresenta aminodcidos de cadeia ramificada (26%) e glutamato (6%), que pode ser
utilizado para sintese de glutamina nos musculos (SOUZA et al., 2009). Nesse sentido, essas
proteinas podem ser utilizadas para preservar a glutamina muscular, a qual é bastante utilizada
no exercicio fisico e por células imunes (NEWSHOLME, CALDER, 1997; NEWSHOLME,
2001; WEITZEL et al., 2010). Dessa forma, as proteinas do soro do leite podem proteger o
organismo durante a prética de exercicios fisicos, além de fortalecer o sistema imunolégico

(CASTELL, NEWSHOLME, 1997; SOUZA et al., 2009).

Adicionalmente, o WP apresenta maior resposta na sintese proteica do que a caseina,
devido a sua rdpida digestibilidade e absorc¢do, resultando em um aumento imediato de
aminodcidos na corrente sanguinea (DANGIN et al., 2003; BURD et al., 2009; TANG et al.,
2009; WEST et al., 2010; PENNINGS et al., 2011). Além disso, o alto conteddo do aminoéacido
leucina, encontrado no WP, também influencia a sintese proteica, aumentando os seus

marcadores (ATHERTON et al., 2010).

Como visto, o exercicio agudo tem sido associado ao aumento do estresse oxidativo e a
inflamacao. Recentemente, a capacidade antioxidante e anti-inflamatoria das proteinas lacteas,
principalmente do soro de leite, tem recebido considerdvel atencdo. Estudos in vivo e in vitro
mostraram que a proteina de soro de leite apresenta propriedades antioxidantes, devido a sua
capacidade de aumentar a disponibilidade de glutationa e a atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT e GPx. Além disso, desempenha papel na regulacdo de vias intracelulares

relacionadas a producdo de EROs (DIMITRIOS et al., 2016).

Ao investigar o efeito antioxidante da proteina do soro de leite contra a toxicidade do
perdéxido de hidrogénio (H>02) usando mioblastos, um estudo in vitro mostrou que a proteina

do soro de leite foi capaz de prevenir a toxicidade induzida por peréxido de hidrogénio. Ainda,
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foi eficaz em reduzir a peroxidagao lipidica e modular a defesa antioxidante endégena, por meio

do aumento da atividade da glutationa, catalase e superoxido dismutase (XU et al., 2011).

Outro estudo avaliou a ingestdo oral ou intraperitoneal de whey protein hidrolisado em
camundongos albinos com hepatonefrotoxicidade. Os autores observaram atividades
aumentadas de enzimas antioxidantes, como CAT, SOD e GPx, além de uma reducdo nas
substancias reativas ao TBARS, sugerindo que as proteinas do soro do leite tem a capacidade
de aprimorar o sistema antioxidante endégeno in vivo sob condicdes patologicas (ATHIRA et
al., 2013). Além disso, propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes agudas foram atribuidas
a proteina do soro de leite apds ciclismo exaustivo em estudos realizados com humanos. Os
autores observaram reducao significativa nos niveis de IL-6, proteina C reativa (PCR) e reducao
do TBARS frente ao consumo de proteina oriunda do soro de leite (KERASIOTI et al., 2012;
KERASIOTI et al., 2013).

Esses achados sugerem que a utilizacao das proteinas do soro de leite pode atenuar o
estresse oxidativo e a inflamacao induzidos pelo exercicio. A bioatividade das proteinas do soro
de leite é observada em diferentes produtos comerciais (whey protein isolado —-WPI; whey
protein concentrado — WPC; whey protein hidrolisado WPH), além de ser aumentada por
hidrdlise enzimdtica e resistente a diferentes métodos de processamento. Aponta-se que
aminodcidos livres liberados durante a hidrdlise também contribuam para essa bioatividade

(CORROCHANO et al., 2018).

5. METODOLOGIA

O presente estudo é uma continuidade das investigacdes dos resultados existentes de um
estudo inicial. Em estudo anterior foi desenvolvido um concentrado proteico de soro de leite
(whey protein) adicionado de curcumina e, entdo, foram avaliados os efeitos do whey protein
adicionado de curcumina no estresse oxidativo e inflamacdo no figado de ratos Wistar
submetidos a exercicio fisico agudo e exaustivo. O whey protein adicionado de curcumina foi
capaz de reduzir citocinas inflamatdrias, bem como a concentragdo de produtos da oxidagao,
além de aumentar as concentracdoes da enzima antioxidante SOD. Além disso, andlises de
medidas biométricas e de consumo alimentar comprovaram a segurancga e viabilidade do whey
protein adicionado de curcumina (DA CONCEICAO et al., 2021). Assim, o presente estudo
objetivou dar continuidade a essas investigacdes. Foi desenvolvido no Laboratério de Nutrigdo
Experimental do Departamento de Nutri¢do e Satude da Universidade Federal de Vicosa (UFV),

no Laboratério de Biologia do Exercicio, no Departamento de Educacdo Fisica (UFV), no
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Laboratério de Patologia Experimental, no Departamento de Biologia Animal (UFV) e no

Laboratdrio de Imunovirologia, no Departamento de Biologia (UFV).
5.1 Produto teste
5.1.1 Curcumina

Foi utilizada a CCM (Theracurmin®) altamente absorvivel e dispersa com

nanoparticulas coloidais. A Theracurmin®

consiste em 30 w/w% de CCM e apresenta 27 vezes
mais biodisponibilidade do que a CCM convencional (Theracurmin®; Theravalues, Téquio,

Japao) (Anexo I).

5.1.2 Desenvolvimento de um concentrado proteico de soro de leite (WPC) por spray

drying

O leite utilizado para a fabricacdo do concentrado proteico de soro foi obtido do estdbulo
da Universidade Federal de Vicosa-MG, sendo submetido a microfiltracdo para obtengao do
soro. Foram coletadas amostras resultantes de quatro dias de produ¢do de queijo. O soro foi
armazenado em embalagens pldsticas com tampa, identificadas e armazenadas em ultrafreezer

(-80 °C) até o momento de sua utilizacao.

O procedimento de secagem do soro de leite foi conduzido em um secador de
pulverizacdo de nivel unico, modelo tnico (modelo MSD 1.0), equipado com um bico de
pulverizacao de 1 mm de diametro (Labmagq, Brasil). As taxas de ar e de fluxo de produto, bem
como a temperatura do ar foram definidas mediante testes iniciais, seguindo a metodologia
proposta por Perrone e colaboradores (2013), em que o ar de entrada e o fluxo de saida do

produto é de 170 £2°Ce 1 Lh™.

5.1.3 Concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de curcumina (CCM)

A CCM foi adicionada ao WPC para obtencdo de um produto com a concentracdo de
0,8 g de curcumina em cada 100 g de WPC. Para este calculo, considerou-se uma ingestao de
3,0 mg/kg/dia de curcumina (valor maximo da IDA para humanos) (FAO, 2004) para um
individuo de 70 kg e que consome uma suplementagdo de proteina por meio do WPC de 0,3
g/kg/dia (SCHOENFELD e ARAGON, 2018). Assim, a oferta de proteina nos animais, por

meio do WPC, correspondeu a 30% das necessidades estipuladas para ratos em fase de
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manuten¢cdo (REEVES et al., 1993), sendo essa substituicdo definida de acordo com a que é

utilizada em humanos.
5.2 Delineamento experimental
5.2.1 Modelo animal

Foram utilizados 48 ratos machos (adultos jovens) da linhagem Wistar (Rattus
novergicus, variedade albinus, Rodentia), provenientes do Biotério Central do Centro de

Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade Federal de Vigosa.

Os animais foram mantidos em gaiolas de aco inoxidavel individuais, no Laboratério de
Nutricao Experimental, em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C), fotoperiodo de

12 horas (claro/ escuro) e receberam dgua ad libitum durante todo o periodo experimental.

5.2.2 Calculo amostral

O célculo amostral foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Conagin
(1959), sendo cada animal considerado uma repeticdo, de modo que a diferenca da média dos

pesos entre os grupos nao excedeu seis gramas (Quadro 1).
Para o cdlculo amostral utilizou-se a seguinte equacdo (CONAGIN, 1959):

r=2x s> x (ta + tp) * (ta + tB)/d*, em que:

r = nimero de repeti¢des calculado
s> = variancia dos dados de referéncia
ta = probabilidade do erro tipo 1 em func¢do do grau de liberdade do residuo

tf = probabilidade do erro tipo 2 em func¢do do grau de liberdade do residuo

d = distancia minima entre médias.

Quadro 1. Varidveis a serem utilizadas para o cdlculo:

Média+DP Média+DP Média+DP
Grupo 1 Grupo 2 Para férmula
Peso (g) 3069 + 7,4 280,9 + 2,6 2939+5
N 10 10 10
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Fonte: Maithilikarpagaselvi et al. (2016).

Assim:

s?=125

ta= 2,262, considerando a de 0,05

tB = 1,833, considerando £ de 0,1

d=10g

2 x25x(2,262+1,833) x (2,262+1,833)/(10?) > 8 animais

O ntimero de repeticdes calculado foi 8. Portanto, foram utilizados 48 animais, valor
correspondente a 8 repeti¢des por tratamento. Foi considerado um estudo prévio com modelo

animal e desfecho similar ao da presente pesquisa (MAITHILIKARPAGASELVI et al., 2016).

5.2.3 Desenho experimental

Os animais foram divididos randomicamente em seis grupos experimentais (n=8): grupo
controle, que recebeu dieta padrdo (AIN-93M); grupo controle submetido ao teste exaustivo,
que também recebeu dieta padrao (AIN-93M TE); grupo whey protein adicionado de curcumina
(WPC + CCM), no qual 30% (36 g) da necessidade de proteina foram advindos do WPC; grupo
whey protein adicionado de curcumina submetido ao teste exaustivo (WPC+CCM TE); grupo
curcumina (CCM) e grupo curcumina submetido ao teste exaustivo (CCM TE). As dietas
experimentais foram formuladas de acordo com as recomendagdes AIN-93M, propostas pelo

American Institute of Nutrition (1993) para manutencdo de animais adultos (Tabela 1).

Todos os ingredientes foram pesados em balanca semi-analitica (Gehaka®, modelo
BG2000), misturados manualmente e peneirados em peneiras de plastico. Os ingredientes
foram homogeneizados em batedeira industrial (Leme®) por 15 minutos. As dietas foram
produzidas e oferecidas na forma de p6 e armazenadas protegidas da luz, em temperaturas de 0

a4 °C, até o momento da sua utilizacao. Os animais receberam dgua destilada e dieta ad libitum.
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Tabela 1. Composi¢do das dietas experimentais

g/kg de dieta

Ingredientes

AIN-93M WPC+CCM CCM
Amido de Milho 455,7 455,7 4557
Albumina* 150,0 105,0 150,0
Maltodextrina 155,0 155,0 155,0
Sacarose 100,0 99.0 99,0
Oleo de Soja 40,0 40,0 40,0
Celulose 50,0 50,0 50,0
Mistura de Minerais 35,0 35,0 35,0
Mistura de Vitaminas 10,0 10,0 10,0
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2.5 2.5 2.5
WPC - 44,0 -
Theracurmin® - 1,2 1,2

Fonte: Reeves et al., 1993; AIN-93M: dieta padrao para roedores em fase de manutencdo; WPC:

whey protein concentrado; CCM: curcumina. *Considerou-se a albumina com um teor de 80%
de proteina.

Os animais receberam dieta comercial até completarem doze semanas de idade; a partir

de entdo, as dietas experimentais especificas de cada grupo foram introduzidas e mantidas pelo

periodo de 4 semanas (Figura 1).
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Figura 1. Desenho Experimental. AIN — 93M: dieta padrio para animais em fase de

manutencdo; WPC + CCM: whey protein adicionado de curcumina; CCM: curcumina.
5.2.4 Protocolo de exercicio exaustivo

Os animais dos grupos G2, G4 e G6 foram submetidos ao teste exaustivo em natagdo
ap6s 4 semanas de consumo das dietas experimentais. Os animais nadaram até a exaustao,
suportando um peso de 4% do peso corporal fixo a cauda (VENDETTI e DI MEO, 1996). A
exaustdo foi definida quando o animal permaneceu por 10 segundos sob a superficie da dgua
(DAWSON e HORVATH, 1970). O treinamento foi realizado em um tanque de alvenaria
azulejado (largura: 65 cm, comprimento: 75 cm, altura: 85 cm), com altura da dgua de 45 cm

mantida em torno de 28 + 1 °C, no Laboratério de Biologia do Exercicio (BioEx) (DEF/UFV).

5.2.5 Eutanasia e disseca¢ao dos 6rgaos

Os animais foram eutanasiados 24 horas apds a realizacdo do teste de exercicio
exaustivo no Laboratério de Nutricdo Experimental em ambiente tranquilo e adequado, em
local distante da sala de experimentagdo. O procedimento foi realizado por uma equipe

devidamente treinada.

Foi utilizado anestésico inalatério como agente de eutandsia para minimizar os efeitos

do estresse decorrente da manipulacao dos animais. Apds serem submetidos a um jejum de 12
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horas, os animais foram anestesiados de 3 a 5 minutos com isoflurano a 3 % (Isoforine,
Cristdlia® Brasil), utilizando circuito simples com fluxémetro, acoplado a um cilindro de

oxigénio.

Os animais foram acondicionados individualmente em caixas transparentes e vedadas
para saturagcdo do anestésico, ampliando, assim, os efeitos aguardados da sedacdo e anestesia
profunda. Foram avaliados parametros fisiol6gicos e reflexos para averiguacdo do grau de
sensibilidade da anestesia para que os animais pudessem ser submetidos a exsanguinacao total

por puncdo cardiaca.

O tecido muscular esquelético (biceps e gastrocnémio) foi coletado e armazenado a -80
°C para andlises posteriores. Uma por¢do do tecido muscular foi separada e fixada em

formaldeido 10% para as anélises histoldgicas.

5.3 Estresse oxidativo — Avaliacdo do perfil antioxidante

5.3.1 Preparaciao do homogeneizado
Para se obter um homogeneizado do misculo, 300 mg de tecido muscular
(gastrocnémio) foram macerados e acrescidos de 1500 puL de tampao de fosfato (50 mM). As
amostras foram centrifugadas a 12000g e 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante foi
armazenado a -80°C para as andlises de malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (ON), catalase
(CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST) e proteinas totais. O pellet
formado foi utilizado para quantificacdo da proteina carbonilada (PCN). Os dados foram

normalizados de acordo com os niveis de proteina total no sobrenadante.

5.3.2 Quantificacao de proteinas totais
A quantidade de proteinas presentes no tecido muscular utilizados nas andlises de
TBARS, CAT, SOD e GST foi mensurada segundo metodologia de Lowry et al. (1951). As
leituras foram realizadas em espectrofotometro (ThermoScientific®, modelo Multiskan GO,

Finlandia) a 700 nm.

5.3.3 Malondialdeido (MDA)

A mensuracdo dos metabdlitos reativos ao dcido tiobarbitirico (TBARS) baseia-se na
capacidade do malondialdeido (MDA), quando aquecido juntamente com o dcido
tiobarbitdrico, em condi¢des 4cidas, de formar um produto de coloracdo rosa que pode ser
mensurado por espectrofotometria. Dessa forma, apds centrifugacdo do homogenato, foi

acrescentada a solu¢do que contém 4cido tricloroacético (Sigma Aldrich®, Brasil) e
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tiobarbitirico (Merck®, Alemanha) (solucio de TBARS) ao sobrenadante resultante. A reacdo
foi mantida em banho-maria. Apds nova centrifugagdo, o sobrenadante foi utilizado para leitura
em espectrofotdometro (Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia) a 540 nm. A
concentracdo de MDA foi determinada utilizando a curva padrao de concentragdes conhecidas

de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMPO) (BUEGE; AUST, 1978).

5.3.4 Oxido nitrico (ON)
A producdo de ON foi estimada pela produ¢do de NO2/NO3 pela reagdo padrio de
Griess (TSIKAS, 2007). Foram incubados 50 pL homogeneizado do musculo e 100 puL de
solugdo AB (1% sulfanilamida, 0,1% N-(1-Naftil) etilenodiamina e 2,5% H3PO4) a
temperatura ambiente, por 10 minutos. A conversdo da absorbancia em concentragdes
micromolares de NO foi obtida a partir de uma curva padrao de nitrito de sédio (0—125 pM) e
expressa em concentracdes de NO (uM/L). A leitura foi realizada em espectrofotometro

(Multiskan Go, Thermo Cientific) a 570 nm.

5.3.5 Atividade da enzima catalase (CAT)

A determinagdo da atividade da enzima catalase (CAT) € baseada na sua capacidade de
clivar o peréxido de hidrogénio (H>O>) em dgua e o oxigénio molecular, conforme descrito por
AEBI (1984). Para determinar a atividade da catalase (CAT), foram adicionados o sobrenadante
do homogeneizado (diluido na propor¢ao 1:10, em dgua), tampao fosfato (pH 7,0) + H>O> (cada
25 mL de tampao 40 uL de H2O2 30%). As absorbancias foram determinadas nos tempos 0, 30
e 60 segundos a 240 nm em espectrofotometro (ThermoScientific®, modelo Multiskan GO,
Finlandia) (AEBI, 1984). A concentracdo da enzima foi expressa em U de catalase/mg de

proteina da amostra.

5.3.6 Atividade da enzima superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada a partir de sua habilidade de eliminar o radical livre
superéxido e, consequentemente, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol (Sigma
Aldrich®, J apao) (DIETERICH et al., 2000). As amostras, padrdo e branco foram incubados a
37°C durante 5 minutos e a leitura executada em espectrofotdmetro (ThermoScientific®, modelo

Multiskan GO, Finlandia) a 570 nm.

5.3.7 Atividade da glutationa (GST)
A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada segundo Habig et al.
(2002). Este método baseia-se na habilidade da GST de metabolizar o 1-cloro-2,4

dinitrobenzeno (CDNB), conjugado com a glutationa reduzida (GSH). Assim, apds
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centrifugacdo do homogeneizado, foi acrescentado o CDNB (Sigma Aldrich®, EUA) e a
glutationa reduzida (GSH) (Sigma Aldrich®, EUA). As absorbancias foram determinadas nos
tempos 0, 30, 60 e 90 segundos a 340 nm em espectrofotdmetro (ThermoScientific®, modelo

Multiskan GO, Finlandia) (HABIG e JAKOBY, 1981).

5.3.8 Proteina carbonilada (PCN)
A concentracdo de proteina carbonilada foi medida utilizando o procedimento 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com base nos grupos carbonil que reagem com DNPH (LEVINE
et al., 1990). A leitura foi realizada em espectrofotometro (ThermoScientific®, modelo

Multiskan GO, Finlandia) a 370 nm

5.4 Expressao génica

5.4.1 Extracao do RNA
O RNA total das amostras de musculo gastrocnémio foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA). Em microtubos de 2 mL, foi adicionado 1 mL de
Trizol para cada 50-100 mg de amostra. Em seguida, a mesma foi macerada com
homogeneizador de tecidos e foram adicionados 200 pL de cloroférmio. O conteudo foi agitado
manualmente por 3 minutos. Apds centrifugacdo (15.000 x g/10 minutos), a fase aquosa foi
transferida para um novo microtubo de 2 mL, no qual foi adicionado 1 mL de isopropanol, e

incubada a -80°C por 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 500 pL de etanol 75% no precipitado. As
amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. Apds

descarte do sobrenadante, as amostras foram ressuspendidas em 30 pL de dgua ultrapura.

Apoés essa etapa, as amostras foram tratadas com RQ1 DNAse (Promega, Madison,
EUA) utilizando 1,5 U de enzima por reacdo. As reagdes foram incubadas a 37 °C por 30
minutos, e apds o periodo de incubacdo a enzima foi inativada pela incubacdo a 70 °C por 10

minutos.

5.4.2 PCR quantitativo (qPCR)
O gPCR foi realizado utilizando o kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System (Promega,
Madison, EUA). Para cada reagdo, foram utilizados 10 pL. de Master Mix (2X), 0,4 uL de
enzima GoScript™ RT Mix (50X) e 0,4 uL. de cada primer (forward e reverse). Foi padronizada
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a concentracdo de 600 ng/mL de RNA e a dgua foi adicionada para completar o volume final

de 20 pL. As sequéncias dos primers que foram utilizados estio descritas na Tabela 2.

A amplificacdo e deteccdo foram realizadas com o sistema Eco™ Real-Time PCR
(Illumina, CA, EUA), com as seguintes condi¢des de reacdo qPCR: transcrigdo reversa a 48 °C
por 15 minutos, desnaturacdo a 95 °C por 10 segundos, anelamento e extensio a 60 °C por 30

segundos.
Para célculo do aumento da expressdo do gene foi utilizado o método 22",

As andlises foram realizadas no Laboratério de Imunovirologia (DBG) da UFV.

Tabela 2. Sequéncias de primers para andlise de qPCR

Oligonucleotideos (5° —3”)

Genes Forward Reverse

GAPDH CCCCCAATGTATCCGTTGTG TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT
IL-6 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
IL-10 TTGAACCACCCGGCATCTAC CCAAGGAGTTGTTCCCGTTA
TNF-a TGGGCTACGGGCTTGTCACTC GGGGGCCACCACGCTCTT

5.5 Analises histolégicas

Fragmentos do musculo (biceps) de todos os animais foram removidos e fixados em
formaldeido em temperatura ambiente. Apds fixagdo, os tecidos foram desidratados em
gradiente crescente de etanol (70 % até absoluto), e incluidos em resina contendo endurecedor
(Leica, Historesin®). Foram obtidos cortes histoldgicos semi-seriados com 3 um de espessura
em micrétomo automético Leica® utilizando navalha de vidro. Em seguida foram submetidos
a coloragio pela técnica com hematoxilina e eosina (H&E), montadas com Entellan (Merck®)

e analisadas em microscopio de luz (LEICA DM750).

As imagens das sec¢Oes histologicas foram capturadas com a objetiva de 20X por meio
da camera digital LEICA MC170 HD. A partir de 10 fotos por animal, foram quantificadas as
areas contendo fibra muscular, tecido conjuntivo e infiltrado inflamatério no musculo
utilizando o aplicativo ImagePro-Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics) por meio da contagem
manual de pontos sobre o tecido (SABARENSE et al., 2012). As andlises foram realizadas nos
laboratorios de Patologia Experimental (DBA/UFV) e Biologia Estrutural (DBG/UFV).
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5.6 Analise de lactato sanguineo durante o teste de exaustao

Amostras de sangue nos animais submetidos ao exercicio foram coletadas em dois
momentos: antes (repouso) e ao final do teste de exaustdo (momento final) (adaptado de
GOBATTO et al., 2001). Amostras sanguineas (uma gota) foram coletadas da extremidade da
cauda do animal. Para evitar diluicdo com a dgua, os animais foram rapidamente secos com
uma toalha antes da coleta sanguinea. A concentragdo de lactato foi determinada utilizando o

analisador automatico de lactato sanguineo Accutrend Check (Accusport - Roche).
5.7 Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o nimero de protocolo 72/2018 (Anexo II). Todo o
procedimento foi realizado em consonancia com o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), com objetivo de favorecer uma morte humanitaria dos

animais.

5.8 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média e desvio padrio (média + DP). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferengas entre os
grupos com e sem teste exaustivo foram testadas pelo teste T. Médias entre os grupos AIN-
93M, WPC + CCM e CCM foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de médias de Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Todas as andlises estatisticas e
construcao dos graficos foram realizadas no software GraphPad Prism, versao 8 para Windows

(GraphPad Prism Inc, EUA).
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Abstract

Exhaustive and acute unusual physical exercise leads to muscle damage. Curcumin has been
widely studied due to the variety of its biological activities, attributed to its antioxidant and
anti-inflammatory properties. Furthermore, it has shown positive effects on physical exercises
practitioners. However, there is no literature consensus on the beneficial effects of curcumin in
acute physical activities performed by sedentary individuals. Therefore, we systematically
reviewed evidence from clinical trials on the main effects of curcumin supplementation on
inflammatory markers, sports performance, and muscle damage during acute physical exercises
in these individuals. We searched PubMed/ Medline, Scopus, Web of Science, and Embase
databases, and only original studies were analyzed according to the PRISMA guidelines. The
included studies were limited to supplementation of curcumin during acute exercise. A total of

5 studies were selected. Methodological quality assessments were examined using the
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SYRCLE’s risk of bias tool. Most studies have shown positive effects of curcumin
supplementation in sedentary individuals undergoing acute physical exercise. Overall,
participants supplemented with curcumin showed less muscle damage, reduced inflammation,
and better muscle performance. The studies showed heterogeneous data and exhibited
methodological limitations; therefore, further researches are necessary to ensure the benefits of
curcumin supplementation during acute and high-intensity physical exercises. Additionally,
mechanistic and highly controlled studies are required to improve the quality of the evidence

and to elucidate other possible mechanisms. Prospero number (CRD42021262718).
Key Words: Turmeric, antioxidant, anti-inflammatory, sports, fatigue.
1. Introduction

Exhaustive physical exercise, especially acute or high intensity and with many eccentric
contractions, leads to muscle damage and delayed onset muscle soreness (DOMS)!'3I. Muscle
damage can be characterized by the disruption of the sarcolemma, in addition to cytoskeletal
damage, distortion of contractile components, and extracellular abnormalities of the myofibril
matrix*. Furthermore, exercise-induced muscle damage (EIMD) induces an inflammatory
response associated with decreased muscle strength, decreased ROM, localized swelling, and
an increase of muscle proteins in the blood, such as creatine kinase (CK)P. Tt also raises
markers such as C-reactive protein (CRP) and inflammatory interleukins and contributes to the
production of reactive oxygen species (ROS) by promoting the activation of transcription

factors, such as the nuclear factor nuclear-kB (NF-«xB)!*8!,

Impaired muscle function caused by EIMD and DOMS and subsequent inflammatory
responses can affect sports performance. In this sense, strategies capable of controlling or
minimizing muscle damage, as well as exacerbated inflammatory responses, have been

increasingly studied. In this sense, nutritional supplements with antioxidant and anti-
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inflammatory properties have represented an alternative for such purposes *!°. Among the
alternatives, curcumin (1,7-bis (4-hydroxy-3-methoxyphenyl) 1,6-heptadiene-3,5-dione) stands
out, being the main polyphenol of Curcuma longa L.'"'?]. The Food and Drug Administration
(FDA) of the United States has listed curcumin as “Generally Recognized as Safe” (GRAS),

and supplements containing curcumin have been approved for human consumption!!?!,

A recent review has shown that curcumin has various biological activities, thanks to its
antioxidant and anti-inflammatory properties, which could be cardioprotective, immune-
regulating, antineoplastic, and hepatoprotective effects, in addition to positive effects on
diabetes and the nervous system!!*]. Moreover, it has shown positive effects on exercise
practitioners and athletes. A clinical trial carried out with individuals of both sexes has shown
that, after eccentric exercise, supplementation with curcumin (500 mg) significantly reduced
EIMD and CK concentrations, leading to better recovery after exercise!’®. Another study has
also shown that curcumin significantly decreased CK levels and muscle pain in men undergoing
muscle damage protocol!®. The study by Sahin et al.'”! showed that curcumin prevented
muscle damage and improved performance in animals by regulating the pathways of NF-kB
and nuclear factor derived from erythroid 2-like 2 (Nrf2).

From what is known, although curcumin has been extensively studied due to its
beneficial potential in physical exercise and sports performance, there is no literature consensus
on its effects on acute and/or high-intensity physical exercises. Therefore, we have summarized,
from clinical trials, the available evidence of the effects of curcumin supplementation on
inflammatory markers, sports performance, and muscle damage during acute physical exercises

in sedentary individuals.

2. Methods

2.1 Protocol and Registration
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This systematic review was guided by the following research question: “What is the
impact of curcumin supplementation on sports performance in sedentary individuals? Second,
what are the main inflammatory mechanisms involved in this process? Third, what are the main
methodological parameters used to assess the effect of curcumin supplementation on sports
performance? “This systematic review was developed according to the Preferred Reporting

Items for Systematic Reviews, and Meta-Analyses (PRISMA ) guidelines 3!,

2.2 Eligibility Criteria

This study included randomized- controlled clinical trials with sedentary individuals
older than 18 years submitted to acute physical exercise, while studies carried out with children,
teenagers, seniors, and physically active individuals were excluded. Concerning the
intervention type, we have included studies with any dosage and form of curcumin
supplementation. Studies in which curcumin supplementation has occurred in combination with
other foods or medication were excluded.
2.3 Search

This systematic review was developed according to the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analysis (PRISMA) guidelines '8!, which were used as a guide
for the selection, screening, and eligibility of studies. The participants, intervention
comparators, outcomes, and study design (PICOS) criteria adopted in this study are shown in

Table 1.

Six authors (ARC, KAD, LFM, LAO, SMSP, SSP) independently searched for original
articles  using  the following  electronic databases: PubMed/  Medline
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Scopus (https://www.scopus.com/home.uri), Web of
Science (https://www.webofknowledge.com) and Embase (https://www.embase.com). The
descriptors were structured based on search filters built for three domains: (i) curcumin, (ii)
exercise, and (ii1) human. The filters on the PubMed/Medline platform were constructed using

a hierarchical distribution of the MeSH Terms (Medical Subject Headings) and by the algorithm
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TIAB (Title and Abstract). These filters were adapted for research in the Scopus platform, Web
of Science, and Embase, however, the filter for the original article was provided by the Scopus
platform (Table S1). The search strategies were not limited by date and language. The

bibliographic search was performed on June 28, 2021.

TABLE 1: PICOS criteria for studies inclusion

Parameter Inclusion criteria
Participants Physically inactive adults
Intervention or exposure Consumption of curcumin
Acute physical exercise
Comparison Placebo (no curcumin supplementation)
Outcome Inflammation markers, muscle pain, and

damage, sports performance and fatigue,
biochemical and oxidative markers
Study design Randomized clinical trials

2.4 Study Selection

The authors (ARC, KAD, LFM, LAO, SMSP, SSP) selected eligible studies following
the analysis of their titles and abstracts. The level of agreement among these reviewers was
assessed using Kappa (Kappa = 0.909). The information was extracted independently and
analyzed separately. After reading titles, abstracts, and full-text analysis, we have included all
randomized controlled trials that assessed the effects of curcumin consumption in sedentary
adults submitted to acute physical exercise. Letters, reviews, observational studies, book
chapters, abstracts, unpublished articles, in vitro studies, animal experiments, studies with
physically active individuals, and studies that associated curcumin supplementation with
another food or medicine were excluded. In addition, two reviewers (KAD and LAO) manually
searched the reference lists of the studies selected in the previous step independently evaluated
to find additional relevant articles. Selections were then compared, and differences were
resolved in consultation with another three reviewers (MMS, RVG, and CMDL).

2.5 Data Extraction Process
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After selecting the clinical trials, the data of the publications were extracted using
standardized information such as author's name, year of publication, the country where the
study was held, sample characteristics (sample size, average age, and anthropometric data),
study design, follow-up, intervention characteristics (dose and form of consumption) and
primary and secondary outcomes. After the data extraction step, the researchers compared the

data to ensure integrity and reliability.

2.6 Risk of Bias

The quality and risk of bias in the studies’ methodology were assessed by the criteria
described on the SYRCLE’s Risk of Bias (RoB) tool (Systematic Review Centre for Laboratory
animal Experimentation)!!”. The following methodological domains based on RoB were
evaluated according to five domains of bias: (1) selection bias (random sequence generation,
baseline characteristics, allocation concealment), (2) performance bias (random housing and
blinding of caregivers and/or investigators), (3) detection bias (random outcome assessment,
blinding of outcome assessment), (4) attrition bias (incomplete outcome data), (5) reporting

bias (selective outcome reporting), and other bias (the ethics committee and statistics).

The studies were categorized independently by the authors in three levels of bias
according to the items in the RoB tool and were scored as 'low risk of bias; 'high risk of bias";
or 'unclear' (when the experimental information was not sufficient for categorization). We
constructed a figure in Review Manager® 5.4 program, from Cochrane Collaboration (RoB
2.0), to demonstrate the risk of bias across all included studies (Copenhagen: The Nordic

Cochrane Center 2020).

2.7 Data Analysis
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All the clinical trials reviewed in this article were summarized in a standard data
extraction model, according to the main characteristics and results of sports performance,
muscle damage, and inflammation markers (Table 3). The studies were chronologically ordered
by year of publication. Inflammatory and muscle performance markers were considered the
primary outcomes. In addition, we analyzed the effect of the tested dose concerning the duration

of clinical trials.

3 Results
3.1 Study Selection

The flowchart with the number of selected and excluded articles in each stage was built
according to the PRISMA guidelines (Figure 1). After searching PubMed, Scopus, Web of
Science, and Embase, we have identified 5331 articles. Posteriorly, 1960 duplicates were
removed, resulting in 3371 articles, of which 3356 were excluded after a reading of the titles.
After reading the abstracts and full text, we have excluded 10 articles, of which 9 evaluated the
effect of curcumin consumption on physically active or moderately individuals and one did not
evaluate parameters of interest, such as inflammatory markers or pain and damage muscle. We
have performed the citation search to identify other relevant studies; however, none met the

eligibility criteria. Finally, five articles were included in this study.
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FIGURE 1: PRISMA diagram. Different phases of the selection of studies for conducting qualitative and quantitative analyses. Flow diagram of the systematic review literature
search results. Based on “The PRISMA 2020 statement: An updated guideline for reporting systematic reviews”. http://dx.doi.org/10.1136/bmj.n7. From: PAGE, M. J. et al.;
The BMJ (2021).
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3.2 Description of Included Studies

In the 5 studies included in this review, 98 young adult individuals of both sexes,
sedentary and with no comorbidities, were studied. The sample size ranged from 12 to 28
individuals. As for the study sites, three of them were conducted in Japan 32 one in Chinal®!/,
and one in the United States ??!. All studies were randomized and controlled. The intervention

time ranged from 2 days to 4 weeks.

The type of acute exercise performed varied. Regarding the type of acute exercise
performed, it was observed that the majority (n=3; 60%) performed eccentric contractions of
the elbow flexors; one study (20%) performed a test of six sets of ten leg press repetitions; and
one study (20%) performed a 3 rep set of drop jump high (DJH) 70%, DJH 100% (defined as
the highest jump height) and DJH 130%, and an acute bike challenge. In most studies, (n=4;
80%), the curcumin was offered as capsules and in one (n=20%) of them, in the form of
nanobubbles water extract. In all studies (100%), curcumin was ingested alone, and the control

group was curcumin-free.

One study (20%) evaluated the effect of consumption of curcumin, divided into two
doses, one before exercise and the other 12 hours after exercise, and one study (20%) used
curcumin for six days, starting two days before performing acute physical exercise and
continuing 3 days after. Other two studies (40%) also offered curcumin before and after
eccentric exercise; this way: one study evaluated the supplementation of curcumin for seven
days before the performance of eccentric exercise of the elbow flexors (PRE group) and for
four days after the exercise (POST group); other study evaluated this supplementation in two
experimental groups, one group received curcumin for seven days before acute exercise and the

other for seven days after exercise. Lastly, one study (20%) evaluated the use of curcumin on
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performance in acute exercise at two-time points, pre-supplementation and after 4 weeks (post-

supplementation).

The amount of curcumin varied from 180 to 400 mg per day. Two studies (40%)
evaluated the effect of 180 mg/day of curcumin supplementation for up to 7 days. One study
(20%) offered 230.9 mg/day of curcumin for 4 weeks. Another study (20%) evaluated the
single-use of 300 mg/day of curcumin divided into two doses of 150 mg. In addition, one study

(20%) evaluated the use 400 mg/day of curcumin for up to 6 days (Table 2).



TABLE 2: Effects of different concentrations and exposure time of curcumin before and/or after intense physical exercise on different markers

>200mg of curcumin/ day 200- 300mg of curcumin/ day !

<7 days <7 days >7 days to 28 days <7 days
Evaluated markers BE AE BE+AE AE BE+AE
Pro-inflammatory n=1 n=1 n=1 - n=1
citokines
Anti-inflammatory - - - - n=1
cytokines
CK n=2 n=2 n=1 n=1 n=1
Muscle pain n=2 n=2 n=1 - n=1
Muscle performance n=2 n=2 n=1 n=1 )
Lactate, NH3 - - - n=1 -
Biochemical (ALT, -1
ALP, TG, HDL, i - - n= -
glucose)
Oxidative Stress n=1 n=1 - - -

BE: before exercise; AE: after exercise; BE+AE: before and after exercise; n: number of studies.
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3.3 Studies’ Main Results

3.3.1 Inflammation

Most studies included in this review (n=3; 60%) evaluated inflammatory markers. Of
these, three studies (60%) evaluated the pro-inflammatory cytokine as tumor necrosis factor-o
(TNF-a), which regulates multiple biological processes and it is a mediator of inflammation
and one study showed reduction of TNF-a. Two studies (n=40%) also evaluated the pro-
inflammatory cytokines interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8). Decreased expression of
these cytokines was observed only for IL-6 and IL-8 in 1 and 2 days after curcumin exposure.
These interleukins are related to the acute inflammatory response, stimulating the release of
acute-phase proteins, as well as neutrophil chemotaxis, respectively>’l. This acute phase,
mediated by pro-inflammatory cytokines, is generally followed by the expression of anti-
inflammatory cytokines (Wang et al., 2016). Only one study (n=20%) evaluated the anti-
inflammatory cytokine interleukin-10 (IL-10), however, there was no difference in these

cytokines between treated and receiving placebo in 6 days of treatment.

McPFarlin et al. found in a study with 28 individuals, that supplementation of 400 mg/day
of curcumin significantly reduced the levels of IL-8 (- 21%; p=0.030) at 1 day (- 21%) and 2
days (- 18%) and TNF-a (- 25%; p=0.028) at 1 day (- 25%), 2 days (- 23%), and 4 days (- 23%)
after muscle damage induced by acute leg press exercise. Despite the lack of significance, IL-

6 demonstrated a similar response to of IL-8 and TNF-a for the curcumin condition®?!.

In another study with 20 healthy men, Tanabe et al. found that IL-8 serum concentration
12h after the resistance exercise was lower (p=0.033) for the supplementation of 180 mg/day
of curcumin (experiment 1). However, TNF-o concentration remained similar between
groups’®l. Thus, the curcumin supplementation significantly reduced inflammation resulting

from acute physical exercise (Table 3).
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3.3.2 Muscle Pain and Damage

All studies evaluated creatine kinase (CK) (n=5; 100%) as an important clinical
biomarker for muscle damage. Thus, most studies (n=3; 60%) observed that treatment with
curcumin was able to reduce CK activity, showing benefits of curcumin supplementation in
reducing pain and muscle damage by decreasing CK. Serum CK is an important clinical
biomarker for muscle damage, such as muscular dystrophy, severe muscle destruction, as well
as a marker of peripheral fatigue during physical exercises!?*?!!, In addition, most studies (n=4;
80%) evaluated muscle pain, two of these (50%) reported a reduction in muscle pain. Only one
study (20%) evaluated skeletal muscle injury and observed a decrease in the index of a knee

injury.

Although inconclusive, studies have shown that curcumin was effective for some
aspects of muscle damage and pain after the performance of acute physical exercises. Tanabe
et al. found in a crossover study with 14 healthy young men that the consumption of a single
dose of 150 mg of curcumin 1 hour before, and another dose of 150 mg 12 hours after 50
maximum eccentric contractions of the elbow flexors, reduced the peak of CK activity,

compared to the placebo condition (peak: 7684 + 8959 IU/L vs. 3398 + 3562 IU/L; p<0,05).

Similar findings were reported by McFarlin et al. when they found curcumin resulted in
a blunted CK response (p=0,035) at 1 day (- 44%), 2 days (- 49%), 3 days (- 57%), and 4 days

(- 69%) following performing the acute exercise.

In addition, Tanabe et al. ! also found a reduction in CK concentrations (p=0.020) 5-7
days after exercise and a reduction in the score for muscle pain for the group supplemented with
curcumin (experiment 2) 3—6 days after the exercise when compared to the placebo group.

Tanabe et al. ), in turn, observed that the group supplemented with 180 mg/day of curcumin
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for 4 days, presented reduced muscle pain by palpation on the 3rd-day post resistance exercise,

and reduce muscle pain by the extension of the elbow joint when compared the placebo group.

Finally, Wang et al. found in a study that the supplementation of 230.9 mg/day of
nanobubble water curcumin extract (NCE) before performing a series of drop jumps
significantly reduced the knee injury index (15.38%; p=0.0467) (peak vertical ground reaction

force, PVGRF), these results showing that NCE improved skeletal muscle injury!!.



TABLE 3: Main characteristics of the studies included in the systematic review
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Author, year, Sample Study design  Intervention Follow-up Exercise test Main results
country characteristics characteristics (Curcumin vs. Control groups)
Primary outcome Secondary outcome

Tanabe et al. n: 14 young Single-blind G1: 300 mg/day of 1 day 50 maximal eccentric <« IL-6, TNF-a < Total work,
(2015) individuals Crossover curcumin contractions of the elbow | CK mean peak torque,

Gender: randomized (Theracurcumin Capsules flexors separated by 4 <> muscle pain upper-arm circumference
Japan M: 14 controlled Theravalues®) administered 1h weeks — ROM

Age: trial G2: 300 mg/day of before (150 mg) 1T MVC Torque

23.5 £2.3 years old placebo (starch) and 12h after

Weight: exercise (150 mg)

65.2+11.3 kg
McFarlin et al.  n: 28 young Double-blind G1: 400 mg/day of 6 days 6 series of 10 repetitions | IL-8 e TNF-a — ADL
(2016) individuals randomized curcumin (Long-life) of eccentric exercise (leg <« IL-6 e IL-10

Gender: controlled 48h before exercise  press) with initial load set | CK
USA M: 10 trial G2: 400 mg/day of and for 72h after at 110% of the estimated <> muscle pain

W: 18 placebo (rice flour) 1RM

Age:

G1: 20 £ 1 years
old

G2: 19 £ years old
Weight:

Gl: 624114
G2:65.0+10.3

Tanabe et al.
(2019a)

Japan

n: 24 healthy adults
Gender:

M:24

Age:

PRE: 28.8 £3.6
years old

POST: 29.8 £+34
years old

CON: 28 £3.2
years old
Weight:

Single-Blind
Parallel
Randomized
Trial

PRE: 180 mg/day of
curcumin capsules
(Theracurcumin
Theravalues®)

POST: 180 mg/day of
curcumin
(Theracurcumin
Theravalues®)

PRE: 7 days before
exercise
POST: 4 days after
exercise
CON: 4 days after
exercise

30 eccentric contractions
of the elbow flexors

< CK (PRE and POST)

| muscle pain on POST

1T ROM on POST

— MVC Torque, ROM initially

<> Total work during
exercise
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PRE: 65.2 +11kg
POST: 71.2+5.6
kg

CON: 65.7£59 kg

CON: 180 mg/day of
placebo

Tanabe et al. n: 20 healthy adults Double-blind  Exp 1: Exp 1: 7 days 30 eccentric contractions Exp 1: Exp 1:
(2019b) Gender: Crossover, G1: 180 mg/day of before exercise of the elbow flexors JIL-8 > Total work during exercise.
M:20 randomized curcumin capsules Exp 2: 7 days after «— TNF-a d-ROMs, T,, BAP
Age: controlled trial ~ (Theracurcumin exercise < CK, muscle pain
Japan Exp 1: 28.5+3.4 Theravalues®) «— MVC, ROM
years old G2: placebo (starch) Exp 2:
Exp2:29 +£3.9 Exp 2: <> Total work during exercise.
years old Exp 2: «— [L-8, TNF-a d-ROMs, T, BAP
Weight: G1: 180 mg/day of | CK, muscle pain
Exp 1: 64.9 £ 10.1 curcumin capsules 1T MVC Torque, ROM
kg (Theracurcumin
Exp 2: 70.7 £5.8 Theravalues®)
kg G2: placebo (starch)
Wang et al. n: 12 healthy Double-blind,  G1: 230.9 mg/day of 4 weeks Single test of 3 «— CK | ALT, ALP, TG
(2019) young,individuals parallel, NCE repetitions of drop jumps | Lactate, NHs, knee injury 1 HDL-c
Gender: randomized, G2: 15 g/day placebo high (DJH) 70%, 100% index < AST, LDH, albumin,
W: 12 controlled trial ~ (maltodextrin) (defined as the highest 1 Contact time drop jumps glucose
China Age: jump height) and 130%.  (muscle strength);
21.2 £ 1.1 years old
Weight: Acute bicycle challenge

G1:57.1 £5.1 kg
G2: 56.5 £ 7.6 kg

for 15 minutes

1: Statistically significant increase; «<»: change without statistical significance; |: Statistically significant decrease; M: men; W: women; CK: creatine kinase; IL-6: interleukin
6; IL-8: interleukin 8; IL-10: interleukin 10; TNF-a: tumor necrosis factor-alpha; MVC Torque: Maximum voluntary contraction torque; ROM: range of motion; ALT: alanine
aminotransferase; alkaline phosphatase (ALP); aspartate aminotransferase (AST); TG: triglycerides; HDL-c: high-density lipoprotein; LDH: lactate dehydrogenase; ADL:
Activities of daily living; T2: Transverse relaxation time; d-ROMs: Derivatives of reactive oxygen metabolites; BAP: Biological antioxidant potential; Exp: experiment; PRE:
PRE group; POST: POST group; CON: Control group; NCE (nanobubble water Curcuma extract); RM: repetition maximum.
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3.3.3. Muscle Performance and Fatigue

Supplementation with curcumin has shown improvement in some markers of muscle
performance during acute eccentric exercise. Most studies (n = 3; 60%) evaluated a range of
motion (ROM) and maximal voluntary contraction (MVC) torque as markers of muscle
performance and recovery. Two studies (40%) reported improvement in a range of motion
(ROM), also curcumin supplementation improved MVC torque in two studies (40%), which
suggests that supplementation contributed to muscle recovery and performance. To reflect
better performance during exercise, fatigue needs to be reduced. Lactate is an oxidizable
substrate in skeletal muscle and a precursor to gluconeogenesis in muscles after exercise!>*" In
addition, peripheral and central fatigue levels are related to increased ammonia levels during
exercise®!l. Only one study (20%) evaluated muscle strength and muscle fatigue markers
(lactate and ammonia (NH3)), reporting increased muscle strength through increased contact

time in drop jumps and reduction of lactate and NH3 by supplementation with curcumin.

The supplementation of 180 mg/day of curcumin, improved ROM (3—4 days following
the exercise), when compared to the placebo group, indicating an improvement in sports
performance '?°!. In addition, the magnitude of decrease in MVC torque for the curcumin
condition was significantly smaller immediately after exercise and also at 48—96 h after exercise

by 13-16 % when compared to the placebo group!?!.

In support of these findings, Tanabe et al. observed that supplementation of 180 mg/day
of curcumin (for 7 days — after acute exercise) showed improvement in MVC torque and ROM
when compared to the placebo group!®!. Another study!?!! has found that the contact time in
drop jumps high was significantly increased by supplementation with NCE (230.9 mg/day for
4 weeks) (p=0.0487). This increased contact time was due to the increased muscle strength due
to the NCE supplementation, corroborating the statement of curcumin’s to improve sports and

muscle performance. They also have reported a reduction in lactate (18.67%; p=0.0057) and
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NH; levels (9.02%; p=0.0048) for the group supplemented with curcumin compared to the

placebo group, indicating a contribution to reducing fatigue and improving performance.
3.3.4 Biochemical and Oxidative Markers

Only one study (20%) evaluated the effects of curcumin supplementation regarding
biochemical markers. Biochemical analyzes can provide clinical information about the subject's
physiological adaptation. NCE supplementation showed functional activities related to
physiological protection and promotion of recovery?!l, Wang et al. found that curcumin
consumption significantly decreased hepatic alanine aminotransferase (ALT) (35.66%) and
aspartate aminotransferase (ALP) (28.65%); levels compared to the placebo condition. As for
lipid-related parameters, triglycerides (TG) were significantly reduced (31.96%) in the treated
group compared to the placebo group after 4 weeks of supplementation. In addition, increased

high-density lipoprotein (HDL) by 1.17 times compared to the placebo group 211,

Regarding oxidative markers, a single study (20%) assessed the levels of serum
concentration of derivatives of reactive oxygen metabolites (d-ROMs) and the biological
antioxidant potential (BAP). However, there were no significant differences between curcumin

and placebo conditions!?!.

3.3.5 Risk of Bias

Regarding the selection bias of the participants, the five articles (n=5; 100%) included
in this review were randomized; however, they reported insufficient data on the process of
sequence generation and allocation secrecy, making evaluation difficult. As for the blinding of
participants and personnel, most of the studies (n=4; 80%) were double-blind, thus displaying
low risk for this bias. All studies (n=5; 100%) had a low risk of bias concerning the recording
of data on incomplete outcomes since the missing data were balanced among the groups. In

terms of the selected reporting of outcomes, all studies (n=5; 100%) were classified as low risk
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of bias since the study protocol is not available, but the published articles include all expected
results (Figure 2). All studies followed the methodology and presented the proposed results and

approval on ethics committee and information regarding the statistics used.
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« | Blinding of patticipants and personnel (peformance hias)
« | Blinding of outcome assessment (detection hias)
S O | ®| @ | Incomplete outcome data (attrition bias)

Random sequence generation (selection bias)

Allacation concealment (selection hias)

McFarlin et al, 2016

Tanabeetal, 20145 = ? ) 7

Tanabeetal,2019a| » | » | @] =

Tanabe etal, 20149kh | = 7 7 7
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@ O O ® @ | otherhias
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FIGURE 2: Risk of bias summary: review authors’ judgments about the risk of bias item for
each included study. The items in the Systematic Review Centre for Laboratory animal
Experimentation (SYRCLE) risk of bias assessment were scored with “yes” indicating low risk
of bias, “no” indicating high risk of bias, or “unclear” indicating that the item was not reported,
resulting in an unknown risk of bias. Green: low risk of bias; Yellow: unclear risk of bias; and

Red: high risk of bias.

4 Discussion

In our study, we performed a systematic review to investigate the available scientific
evidence of the effects of curcumin supplementation on inflammatory markers, and muscle
damage, and sports performance during acute physical exercise in sedentary individuals. In

addition, we analyzed the methodological quality of studies that address this issue. Curcumin
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supplementation reduced inflammation and muscle pain resulting from acute physical activity.

In addition, its improved muscle recovery, sports performance and reduced fatigue (Figure 3).

Regular physical exercise promotes health benefits!*!. However, long-term acute and
intense physical exercise, associated with the insufficient recovery period, results in muscle
damage, increased reactive oxygen species (ROS), and inflammation!?*?”!. The production of
ROS can alter cellular functions and cause inflammation, leading to increased fatigue,
decreased muscle function, and performance!*®3%. When practiced with adequate intensity and
volume, post-exercise inflammatory responses are physiological and indispensable for the
regeneration of damaged muscles. However, when uncontrolled, they can impair muscle
regeneration, leading to oxidative damage, protein catabolism, and late-onset muscle pain,
resulting in decreased sports performance!®'*?!, In this sense, controlling or minimizing marked
inflammatory responses as well as muscle damage can promote faster recovery; maximize

training and performance, in addition to preventing injuries?.

Thus, supplementation with dietary compounds has been increasingly frequent for
potential use in improving sports performance and accelerating post-exercise recovery.
Scientific evidence has shown curcumin’s potential in reducing post-exercise
inflammation!'7?%?2], The mechanisms involved are related to its ability to modulate pro-
inflammatory cytokines and signaling pathways, in addition to its effectiveness in blocking the
increased activation of NF-kB, which in turn, regulates the expression of TNF-a and

inflammatory proteins!733-37],
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The pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-6, and IL-8, were evaluated as markers of
inflammation by the studies included in this systematic review!>*??!. Tanabe et al.””! observed
no effect of curcumin supplementation for TNF-o. However, McFarlin et al.*?! reported
sustained suppression of TNF-a in the curcumin-supplemented group compared to the placebo
group. Curcumin’s effectiveness in reducing TNF-a may be subject to a minimum dosage of
400 mg administered before and for 72 hours after exercise, which may explain the differences

observed concerning the studies by Tanabe et al.[?!.

McPFarlin et al.* reported that supplementation with 400 mg of curcumin effectively
reduced IL-8 levels resulting from exercise practice. In the study by Tanabe et al.®), 7 days of
180 mg of curcumin supplementation before exercise also reduced the serum concentration of
IL-8 12 hours after exercise. McFarlin et al.!*? observed that the inhibition of the transcription
factor NF-xB could be related to the reduction of IL-8 levels and the tendency to decrease to
IL-6. Studies have shown that the promoters of the cytokines IL-6 and IL-8 have binding sites
for NF-xB, C / EBPB, and c-Jun®®3). Thus, curcumin’s therapeutic potential in inflammation
may be related to its direct action of inhibiting NF-xB, which influences the regulation of the

expression of IL-6 and IL-810!,

Recent studies with protocols that used curcumin supplementation ranging from 0.18 g
to 0.4 g/ day also have shown benefits in reducing pain and muscle damage, which reflects in
the decrease in serum CK'>*?2], Intense exercise leads to an increase in muscle injury markers,
such as CK and lactate dehydrogenase (LDH), which are used as an indication of increased
muscle damage induced by exercise (EIMD)“!*2], EIMD can affect muscle pain performance
and enzyme activity, reducing the sports performance of athletes and physical activity

practitioners!*? 41,

In this sense, all studies included in this review evaluated the ability of curcumin to

mitigate muscle pain and damage, in addition to preventing injuries>>?*22 In two studies,
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Tanabe et al.*?! described that the administration of 180 mg of curcumin (Theracumin-
Theravalues®) caused a significant reduction in muscle pain, when administered four™ and

seven'?”! days later the eccentric contraction exercise.

However, Tanabe et al.”! have found no significant effect on muscle pain using 150 mg
of curcumin or placebo orally before and 12 hours after eccentric exercise. In addition, Mcfarlin
et al.*?! have also reported no difference in subjective quadriceps muscle pain or daily life
activities when investigating the effect of supplementation with curcumin (400 mg 24 hours
before and 72 hours after) compared to placebo. Thus, curcumin supplementation may have
affected pain and muscle damage when administered on recovery days'®! and for a longer period
(201 Even so, differences in muscle pain results may be due to the subjective and individual

perception of pain intensity among participants of the studies.

The effect of curcumin supplementation on serum CK activity levels after exercise was

[2.3.20.22] ' Three of them have shown

investigated by four studies included in this review
significantly lower serum CK levels in the group supplemented with curcumin when compared
to the placebo group!>*??1. Although Tanabe et al.!*”! did not report significant differences, they

observed that CK levels showed less tendency to increase in the group supplemented with

curcumin.

Thus, it is possible that the direct action of curcumin in the inhibition of NF-xB can
inhibit enzymes that generate ROS, such as COX-21*), It has also been reported that another
possible mechanism for reducing CK activity through curcumin is the inhibition of the
production of histamine and prostaglandin due to the suppression of the positive regulation of
COX-2, showing a protective effect of the membrane, influencing vascular permeability. This
inhibition reduces the permeability of the membranes, reducing the intracellular flow of CK.

Thus, vascular permeability may be the key factor in reducing muscle inflammation and pain

caused by EIMD[#4¢],
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The EIMD triggers an inflammatory response associated with decreased muscle strength,
ROM, localized swelling, DOMS, and increased CK, lactate dehydrogenase (LDH), and
myoglobin (Mb)P!. Mechanical stress during acute exercise and subsequent inflammatory
responses lead to reduced muscle performance. Thus, MVC and ROM changes reflect the
EIMD dimension and therefore, these parameters can be used as performance markers'’!. In
this sense, Tanabe et al.”! and Tanabe et al.**! demonstrated curcumin’s action on muscle
performance. They have found that curcumin supplementation 180 mg/day for 4 and 7 days
after performing eccentric exercises, respectively, improved range of motion (ROM). The
improvement in MVC torque or the lesser magnitude of its decline among those who consumed

curcumin after exercise has also been found by the same group of researchers!??!,

The MVC and ROM markers are decreased by the activation of NF-xB under high
mechanical stress caused by the excessive use of some joints in sport, which generates
fragments of the extracellular matrix of bone or cartilage!*’!. Innate immunity recognizes these
fragments by toll-like receptors. The cellular activation of NF-kB mediated by this process
stimulates the secretion of products responsible for the production of tissue damage, such as
inflammatory cytokines (IL-1, IL-1b, IL-2, IL-15, IL-21, TNF-a), chemokines (CCL-19, CCR-
7), and metalloproteases (MMP-13, ADAMSTS-4) (Wainstein GE 2014). The action of
curcumin probably minimizes the disabling effects of the tissue, blocking the NF-«kB signaling
pathway and thus providing less muscle damage and a consequently a smaller decrease in MVC

and ROM #8491,

In addition, the increased serum concentrations of NH3 and lactate during exercise are
related to muscle fatigue and intensifies according to the intensity and length of the exercise.
High concentrations of lactate and ammonia indicate an increased concentration of hydrogen
ions and consequent muscle acidosis, which reduces the strength and working capacity of

S[50

muscles”. Wang et al.>!! reported a reduction in lactate and ammonia (NH3) levels among
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participants who ingested curcumin when compared to the placebo group, consequently

showing a reduction in muscle fatigue.

The results by Wang et al.?! also, show that consumption of 230.9 mg/day of curcumin
before acute exercise decreased exercise-induced liver injury indicators (aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT)) and improved lipid metabolism
through decreased triglycerides (TG) and increased levels of high-density lipoprotein (HDL)
compared to the placebo group. In turn, ROS is related to the disruption of the cell membrane
integrity caused by lipid peroxidation, with the consequent release of specific cytosol enzymes
or proteins, such as AST and ALT in the blood!!.

Curcumin supplementation reduces damage and improves liver inflammation®®* by
inhibiting NF-«B activation, decreasing ICAM-1, COX-2, and MCP-1, and reducing
intrahepatic gene expression of monocyte chemo-attracting protein-1, CD11b, pro-collagen

[53,54]

type I, and tissue metalloproteinase inhibitor . In addition, this compound can affect

adiposity and lipid metabolism through several mechanisms, including the modulation of

energy metabolism and inflammationl>!

. In clinical practice, there is evidence about the
effectiveness of curcumin supplementation in reducing levels of plasma triglycerides and
cholesterol*®%371 which suggests its hypocholesterolemic effect!!”!.

Curcumin has been approved by the Food and Drug Administration (FDA) as a safe
compound!!®!, In addition, clinical trials have assessed its safety and concluded that dosages up
to 12 g/ day are safe and non-toxic for human consumption for 3 months!'*¥!. Only one??, out

of the five studies included in this review evaluated the side effects of curcumin

supplementation, and no adverse gastrointestinal effects were reported.

The low number of clinical trials found on this topic can be pointed out as a limitation
of this review. In addition, the bias analysis showed that fundamental characteristics, such as

random sequence generation or random outcome assessment and blinding of participants
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(caregivers and outcome assessor), were not reported with sufficient information in the studies.
Overall, the evidence of the individual studies showed wide heterogeneity and so it was not

possible to compare the data statistically.

Therefore, further studies are necessary to ensure the benefits of curcumin
supplementation during acute and high-intensity physical exercises and to elucidate other
possible mechanisms. However, through its systematic approach, this review contributes new
information to the literature. In addition, another strength of this study is its quality control
based on the PRISMA method, peer review, and assessment of the risk of bias using the

Cochrane Collaboration tool '8,

In addition, the formulation and dosage of curcumin and the period of supplementation
were different between studies, which may influence some of the results due to the differences
associated with the bioavailability of curcumin. Recently, the development of curcuminoid
formulations to improve its biological activity, bioavailability, and pharmacokinetics is under
investigation®>¢01,

Further studies are necessary to investigate the effectiveness of these new formulations on

inflammatory parameters and muscle damage induced by acute exercise.

5 Conclusion

Curcumin supplementation has shown the ability to improve sports performance,
providing less EIMD and reduced fatigue by decreasing CK activity. In addition, curcumin
exerts an anti-inflammatory effect by modulating pro-inflammatory cytokines. Curcumin
supplementation is safe and probably resents beneficial sport potential, demonstrating
effectiveness before and/or after acute physical exercise in sedentary individuals.
The Prospero platform registration number is CRD42021262718.
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Supplementary Materials

Table S1: Full search strategy in PubMed, Scopus, Web of Science, and Embase including

search terms and filters.

TS=(Human)

g:stz Descriptors FIT:::::Z Time | Date
Curcumin: #1
("curcumin"[MeSH Terms] OR curcumin [TIAB] 19.011 07:47 | 28/06/21
OR '"curcuma" [MeSH Terms] OR turmeric
p [TIAB])
Exercise: #2
u
b ) )
("exercise" [MeSH Terms] OR exercise [TIAB]
M OR resistance [TIAB] OR acute exercise [TIAB] 1.257.560 | 07:52 | 28/06/21
€ | OR aerobic exercise [TIAB] OR "sports" [MeSH
4 | Terms] OR sports [TIAB])
Human: #3
2.628.691 | 07:54 | 28/06/21
("Human" [MeSH Terms] OR Human [TIAB])
Total: #1 and #2 and #3 330 08:00 | 28/06/21
];:stf: Descriptors FI:::::]; Time | Date
Curcumin: #1
(TITLE-ABS-KEY (curcumin) OR TITLE- | 38817 12:55 | 28/06/21
ABS-KEY(curcuma) OR TITLE-ABS-
KEY (turmeric))
E Exercise: #2
O | (TITLE-ABS-KEY(exercise) OR TITLE-ABS- 3053579 | 12:58 | 28/06/21
P IkEYy (resistance) OR TITLE-ABS-KEY ("acute | = '
U | exercise" OR  TITLE-ABS-KEY("aerobic
§ exercise") OR TITLE-ABS-KEY (sports))
Human: #3
(TITLE-ABS-KEY (human)) 23.246.898 | 13:02 | 28/06/21
Total: #1 and #2 and #3 1.347 13:06 | 28/06/21
]l?:stz Descriptors Ig)‘:::fl Time | Date
w | Curcumin: #1
e 30.152 11:50 | 28/06/21
b TS=(curcumin OR curcuma OR turmeric)
0 Exercise: #2
f TS=(exercise OR resistance OR acute exercise 2.325.005 | 11:53 | 28/06/21
S OR aerobic exercise OR sports)
® | Human: #3
; 4.180.318 11:56 | 28/06/21




n
c Total: #1 and #2 and #3 704 12:00 | 28/06/21
e
Data . Items .
Descriptor Tim D
base escriptors Found e ate
Curcumin: #1
(curcumin OR curcuma OR 'curcuma longa' OR 35.053 11:32 1 28/06/21
E turmeric)
M Exercise: #2
B
. . , . 1.987.743 11:36 | 28/06/21
A (exercise OR resistance OR 'acute exercise' OR ?
S ‘aerobic exercise' OR sport OR 'exercise test')
E Human: #3
24.557.631 | 11:40 | 28/06/21
(human)
Total: #1 and #2 and #3 2.950 11:44 | 28/06/21
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6.2 ARTIGO 2: Efeito protetor do concentrado proteico de soro de leite adicionado de
curcumina no balanco oxidativo, inflamacao e na histopatologia do misculo de ratos
Wistar submetidos a exercicio exaustivo

Resumo

Exercicios fisicos extenuantes podem induzir alteracdes musculares significativas como
inflamacao, geracdo de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio (EROs). Nesse sentido,
o consumo de compostos nutricionais com capacidade de influenciar positivamente no balango
oxidativo e prevenir a instalagdo de um processo inflamatorio exacerbado t€m sido estudados.
A curcumina (CCM), quando adicionada a uma proteina de alto valor biol6gico, como o
concentrado proteico de soro de leite (WPC), pode promover beneficios adicionais a sadde.
Este estudo foi conduzido para avaliar o efeito do WPC adicionado de CCM no balanco
oxidativo, inflamacdo e na histopalogia muscular de ratos Wistar submetidos a um teste de
exaustdo em natagdo. Quarenta e oito animais foram aleatoriamente alocados em 6 grupos
experimentais (n=8/grupo): G1: dieta padrao (AIN-93M); G2: AIN-93M submetido a teste de
exaustdao (AIN-93M TE); G3: whey protein concentrado adicionado de curcumina (WPC +
CCM); G4; WPC+CCM submetido a teste de exaustaoG5: (WPC+CCM TE); curcumina
(CCM); e G6: CCM submetido a teste de exaustdao (CCM TE). O teste de exaustao (TE) em
natacdo foi realizado apés 4 semanas de experimento e, 24 horas apds, os animais foram
eutanasiados e o tecido muscular coletado. Além disso, foram analisados os niveis de lactato
sanguineo. WPC+CCM e, ou CCM foram capazes de reduzir a resposta inflamatdria, por meio
da reducdo de IL-6 e aumento da citocina anti-inflamatdria IL-10. Além disso, o consumo de
WPC+CCM foi capaz de reduzir a peroxidacgao lipidica provocada pelo exercicio extenuante
(WPC+CCM TE vs. WPC+CCM) e o consumo da CCM reduziu as concentragdes de proteina
carbonilada ap6és o TE em comparagdo ao grupo AIN-93M TE e WPC+CCM TE. Maiores
concentragdes de oxido nitrico foram observados nos animais que consumiram o WPC+CCM
e CCM. Ainda, o consumo do WPC+CCM e/ou CCM isolada foi capaz de reduzir as dreas de
infiltrado inflamatoério e tecido conjuntivo no musculo causadas pelo exercicio exaustivo, além
de aumentar a drea e diametro das fibras musculares. A associacdo do WPC+CCM possibilitou
ainda uma menor produ¢do de lactato durante o exercicio exaustivo, reduzindo a fadiga e

melhorando o desempenho.

Palavras-chave: Exercicio fisico, natagdo, circuma, antioxidantes, citocinas inflamatorias.
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Introducao

Exercicios fisicos extenuantes e de alta intensidade podem induzir danos musculares
(CLARKSON; NOSAKA ¢ BRAUN, 1992; GONZALEZ-BARTHOLIN et al. 2019) que,
consequentemente, ocasionam o aparecimento de respostas inflamatdrias e a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). A inflamacdo e EROs induzidas pelo exercicio sao
indispensaveis para a recuperacgdo tecidual, no entanto, quando exacerbadas e nao controladas,
podem provocar dano muscular secunddario (CLARKSON; NOSAKA e BRAUN, 1992;
TANABE et al., 2019).

Por conseguinte, o exercicio extenuante € o dano muscular secundério podem levar a
reducdo da forca muscular, fun¢do neuromuscular prejudicada, fadiga, amplitude de movimento
reduzida e dor muscular (HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008; HUANG et al., 2015;
FARIA et al., 2020). Estes danos musculares podem diminuir a fun¢do muscular, afetando o
desempenho esportivo (FUSTER-MUNOZ et al., 2016; TANABE et al., 2019). Portanto,
estratégias capazes de controlar ou minimizar os danos musculares e atenuar respostas

inflamatodrias exacerbadas sdo cada vez mais estudadas.

Nesse sentido, o consumo de produtos com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias tém se tornado comum (HOWATSON e VAN SOMEREN 2008; HOWATSON
et al. 2010). Entre os compostos nutricionais com capacidade de influenciar positivamente no
estresse oxidativo e na inflamacdo, a curcumina (CCM), principal curcuminoide extraido do
rizoma da Curcuma longa L, tem recebido considerdvel atengdo. Intimeros estudos tém
mostrado que a CCM pode afetar positivamente diferentes condi¢cdes, devido aos seus efeitos
antioxidantes, anti-inflamatdrios, imunolégico reguladores, cardioprotetores, antineopldsicos e
hepatoprotetores (HEWLINGS e KALMAN, 2017; LIU et al., 2018; LI et al., 2019). Além dos
seus beneficios a satde, o polifenol curcumina também demonstrou capacidade em melhorar o
desempenho em exercicios fisicos por reduzir a dor e os danos musculares (TANABE et al.,

2015; TANABE et al., 2019; NICOL et al., 2015; SAHIN et al., 2016).

As proteinas do soro do leite (Whey protein - WP) tornaram-se amplamente consumidas
como suplemento nutricional (DAVIES et al., 2018; LI e LIU, 2019). Além da sua eficicia e
seguranca, essas proteinas apresentam alto valor bioldgico e eficiéncia metabdlica, otimizando
a recuperacdo em exercicios extenuantes, o desempenho esportivo, a forca e hipertrofia
muscular (ATHERTON E SMITH, 2012; TEIXEIRA et al., 2016). Estudos sugerem que a

utilizacdo do WP pode atenuar o estresse oxidativo e a inflamacdo induzidos pelo exercicio,
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além de auxiliar a recuperacdo apds treinamentos de resisténcia (ATHIRA et al., 2013;
KERASIOTTI et al., 2013; DAVIES et al., 2018). Os beneficios do WP estido relacionados,

principalmente, a sua concentragdo de peptideos bioativos (MA et al., 2016).

Estudos anteriores mostraram que a ingestdo de CCM pode atenuar o dano muscular
induzido pelo exercicio excéntrico. Da mesma forma, ja estdo bem estabelecidos os efeitos
benéficos do WP. No entanto, ndo hd na literatura informacdes a respeito da potencializa¢io
dos efeitos benéficos do whey protein associado a curcumina, na manutencao da integridade do
tecido muscular, melhora do balanco oxidativo e atenuacdo de respostas inflamatorias no
musculo durante a pratica de exercicio extenuante. Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos do whey protein concentrado (WPC) adicionado de curcumina (CCM) no
balanc¢o oxidativo, inflamagdo e histopatologia do musculo de ratos Wistar submetidos a um

protocolo agudo de exercicio fisico exaustivo.
Materiais e Métodos
2.1 Matéria prima

2.1.1 Curcumina

A curcumina utilizada neste estudo foi a Theracurmin® altamente absorvivel e dispersa

com nanoparticulas coloidais. A Theracurmin®

consiste em 30 w/w% de CCM e apresenta 27
vezes mais biodisponibilidade do que a CCM convencional (Theracurmin®; Theravalues,

Toéquio, Japdao).

2.1.2 Desenvolvimento de um concentrado proteico de soro de leite (WPC) por spray

drying

O leite para a fabricacdo do concentrado proteico de soro foi obtido do estdbulo da
Universidade Federal de Vigosa-MG, sendo submetido a microfiltragdo para obtenc¢do do soro,
o qual foi armazenado em embalagens pldsticas com tampa, identificadas e armazenadas em

ultrafreezer (-80 °C) até o momento de sua utilizagdo.

O procedimento de secagem do soro de leite foi conduzido em um secador de
pulverizacdo de nivel dnico, modelo tnico (modelo MSD 1.0), equipado com um bico de
pulverizag¢do de 1 mm de diametro (Labmagq, Brasil). As taxas de ar e de fluxo de produto, bem

como a temperatura do ar foram definidas mediante testes iniciais, seguindo a metodologia
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proposta por Perrone e colaboradores (2013), em que o ar de entrada e o fluxo de saida do

produto é de, 170 +£2°Ce 1 Lh'l.
2.1.3 Concentrado proteico de soro de leite (WPC) adicionado de curcumina

A CCM foi adicionada ao WPC para obten¢cdo de um produto com a concentracao de
0,8 g de curcumina em cada 100 g de WPC. Para este célculo, considerou-se uma ingestao de
3,0 mg/kg/dia de curcumina (valor maximo da IDA para humanos (FAO, 2004)) para um
individuo de 70 kg e que consome uma suplementacdo de proteina por meio do WPC de 0,3
g/kg/dia (SCHOENFELD e ARAGON, 2018). Assim, a oferta de proteina nos animais, por
meio do WPC, correspondeu a 30% das necessidades estipuladas para ratos em fase de
manuten¢do (REEVES et al., 1993), sendo essa substitui¢do definida de acordo com a que é

utilizada em humanos.

2.2 Animais e dietas experimentais

Quarenta e oito ratos machos (adultos jovens) da linhagem Wistar (Rattus novergicus,
variedade albinus, Rodentia), 12 semanas de vida, foram obtidos do Biotério Central do Centro
de Ciéncias Bioldgicas e da Sadde, da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.
Os animais foram randomicamente divididos em seis grupos experimentais com 8 animais cada
(n=8/grupo), sendo: grupo controle que recebeu dieta padrao (AIN-93M); grupo controle que
recebeu dieta padrdo submetido ao teste exaustivo (AIN-93M TE); grupo whey protein
adicionado de curcumina (WPC+CCM); grupo whey protein adicionado de curcumina
submetido ao teste exaustivo (WPC+CCM TE); grupo curcumina (CCM) e grupo curcumina
submetido ao teste exaustivo (CCM TE). Os animais receberam dieta comercial até
completarem doze semanas de idade; a partir de entdo, as dietas experimentais especificas de
cada grupo foram introduzidas e mantidas pelo periodo de 4 semanas. Os animais receberam
agua deionizada e suas respectivas dietas experimentais ad libitum. As dietas experimentais
foram formuladas de acordo com as recomendacdes AIN-93M, propostas pelo American
Institute of Nutrition (1993) para manuten¢do de animais adultos (Tabela 1). As dietas eram
normocaldricas, normoproteicas € normolipidicas. Os animais foram distribuidos em gaiolas
individuais de aco inoxidavel, em ambiente com temperatura controlada (22°C + 2°C) e ciclos

claro escuro de 12 horas controlados automaticamente.

Os animais dos grupos AIN-93M TE, WPC+CCM TE e CCM TE foram submetidos ao
teste exaustivo em natacdo apds 4 semanas de consumo das dietas experimentais. Os animais

nadaram até a exaustdo, suportando um peso de 4% do peso corporal fixo a cauda (VENDETTI
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e DI MEOQO, 1996). A exaustdo foi definida quando o animal permaneceu por 10 segundos sob
a superficie da dgua (DAWSON e HORVATH, 1970). O treinamento foi realizado em um
tanque de alvenaria azulejado (largura: 65 cm, comprimento: 75 cm, altura: 85 cm), com altura

da dgua de 45 cm mantida em torno de 28 + 1 °C.

Ao final do periodo experimental, e 24 horas apés o teste exaustivo, os animais foram
anestesiados com Isoflurano (Isoforine, Cristlia®, Itapira, Brazil) e eutanasiados por puncdo
cardiaca. O sangue foi coletado por puncio cardiaca, os tecidos musculares esqueléticos foram
removidos e pesados. Os tecidos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —

80 °C até o momento das analises.

Todos os procedimentos experimentais com os animais foram realizados de acordo com
a Diretriz 86/609/EEC de 24 de Novembro 24 de 1986, em acordo com os principios éticos de
experimentacio animal. O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no uso de
Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV), sob o numero de protocolo
72/2018.
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g/kg de dieta

Ingredientes

AIN-93M WPC+CCM CCM
Amido de Milho 455,7 455,7 455,7
Albumina* 150,0 105,0 150,0
Maltodextrina 155,0 155,0 155,0
Sacarose 100,0 99.0 99,0
Oleo de Soja 40,0 40,0 40,0
Celulose 50,0 50,0 50,0
Mistura de Minerais 35,0 35,0 35,0
Mistura de Vitaminas 10,0 10,0 10,0
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5
WPC** - 44,0 -
Theracurmin® - 1,2 1,2

Fonte: Reeves et al., 1993; AIN-93M: dieta padrdo para roedores em fase de manutengao; WPC:
whey protein concentrado; CCM: curcumina. *Considerou-se a albumina com teor de 80% de
proteina. ** Considerou-se o WPC com teor de 82,4% de proteina.

2.3 Estresse oxidativo — Avaliacdo do perfil antioxidante

2.3.1 Preparaciao do homogeneizado

Fragmentos do tecido muscular (gastrocnémio) foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a -80 ° C. As amostras foram homogeneizadas
com tampao fosfato e centrifugadas a 4°C. O sobrenadante foi armazenado para as andlises de
malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (ON), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
glutationa-S-transfere (GST) e proteinas totais. O pellet formado foi utilizado para
quantifica¢do proteina carbonilada (PCN). Os dados foram normalizados de acordo com os

niveis de proteina total no sobrenadante.

2.3.2 Malondialdeido (MDA)

Ap6s centrifugacio do homogenato, foi acrescentada a solu¢do que contém 4cido
tricloroacético (Sigma Aldrich®, Brasil) e tiobarbitirico (Merck®, Alemanha) (solucdo de
TBARS) ao sobrenadante resultante. A reacdo foi mantida em banho-maria. Apds nova

centrifugacdo, o sobrenadante foi utilizado para leitura em espectrofotometro (Thermo
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Scientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia) a 540 nm. A concentragdo de MDA foi
determinada utilizando a curva padrio de concentracoes conhecidas de 1,1,3,3-

tetrametoxipropano (TMPO) (WALLIN et al., 1993).
2.3.3 Oxido nitrico (ON)

A producdo de ON foi estimada pela produc@o de NO2/NOs pela reagdo padrao de Griess
(TSIKAS, 2007). Foram incubados 50 uL. homogeneizado obtido na etapa 2.3.1 ¢ 100 pL de
solucio AB (1% sulfanilamida, 0,1% N-(1-Naftil) etilenodiamina e 2,5% H3PO4) a
temperatura ambiente, por 10 minutos. A conversdo da absorbancia em concentragdes
micromolares de NO foi obtida a partir de uma curva padrao de nitrito de sédio (0—125 uM) e
expressa em concentracoes de NO (uM/L). A leitura foi realizada em espectrofotometro

(Multiskan Go, Thermo Cientific) a 570 nm.
2.3.4 Atividade da enzima catalase (CAT)

Para determinar a atividade da catalase (CAT), foram adicionados o sobrenadante do
homogeneizado (diluido na proporcao 1:10, em 4gua), tampao fosfato (pH 7,0) + H>O» (cada
25 mL de tampao 40 pL de H>O» 30%). As absorbancias foram determinadas nos tempos 0, 30
e 60 segundos a 240 nm em espectrofotdmetro (ThermoScientific®, modelo Multiskan GO,
Finlandia) (AEBI, 1984). A concentracdo da enzima foi expressa em U de catalase/mg de

proteina da amostra.
2.3.5 Atividade da enzima superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada a partir de sua habilidade de eliminar o radical livre
superdxido e, consequentemente, diminuir a razdo de auto-oxida¢do do pirogalol (Sigma
Aldrich®, J apao) (DIETERICH et al., 2000). As amostras, padrdo e branco foram incubados a
37°C durante 5 minutos e a leitura executada em espectrofotdmetro (ThermoScientific®, modelo

Multiskan GO, Finlandia) a 570 nm.
2.3.6 Atividade da glutationa (GST)

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada segundo Habig et al.
(2002). Assim, apds centrifugacdo do homogeneizado, foi acrescentado o CDNB (Sigma
Aldrich®, EUA) e a glutationa reduzida (GSH) (Sigma Aldrich®, EUA). As absorbancias foram
determinadas nos tempos 0, 30, 60 e 90 segundos a 340 nm em espectrofotometro

(ThermoScientific®, modelo Multiskan GO, Finlandia) (HABIG e JAKOBY, 1981).
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2.3.7 Proteina carbonilada (PCN)

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

2.4 Expressao génica
2.4.1 Extracao do RNA

O RNA total das amostras de musculo gastrocnémio foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA). Em microtubos de 2 mL, foi adicionado 1 mL de
Trizol para cada 50-100 g de amostra. Em seguida, a mesma foi macerada com homogeneizador
de tecidos e foram adicionados 200 pL de cloroférmio. O conteido foi agitado manualmente
por 3 minutos. Ap6s centrifugacdo (15.000 x g/10 min), a fase aquosa foi transferida para um
novo microtubo de 2 mL, no qual foi adicionado 1 mL de isopropanol, e armazenada a -80°C

por 12 horas.

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 500 pL de etanol 75% no precipitado. As
amostras foram agitadas em vortex e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos a 4 °C. Apés

descarte do sobrenadante, as amostras foram ressuspendidas em 30 pL de dgua ultrapura.

ApOs essa etapa, as amostras foram tratadas com RQ1 DNAse (Promega, Madison,
EUA) utilizando 1,5 U de enzima por reagdo. As reacdes foram incubadas a 37 °C por 30
minutos, e apds o periodo de incubacdo a enzima foi inativada pela incubagdo a 70 °C por 10

minutos.

2.4.2 PCR quantitativo (qPCR)

O gPCR foi realizado utilizando o kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System (Promega,
Madison, EUA). Para cada reagdo, foram utilizados 10 pL de Master Mix (2X), 0,4 uL de
enzima GoScript™ RT Mix (50X) e 0,4 uL de cada primer (forward e reverse). Foi padronizada
a concentracdo de 600 ng/mL de RNA e a dgua foi adicionada para completar o volume final

de 20 pL. As sequéncias dos primers que foram utilizados estdo descritas na Tabela 2.

A amplificacdo e detec¢do foram realizadas com o sistema Eco™ Real-Time PCR

(Illumina, CA, EUA), com as seguintes condi¢des de reacdo qPCR: transcri¢ao reversa a 48 °C
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por 15 minutos, desnaturagdo a 95 °C por 10 segundos, anelamento e extensdo a 60 °C por 30

segundos.

Para cdlculo do aumento da expressdo do gene foi utilizado o método 2~ A<,

Tabela 2. Sequéncias de primers para andlise de gPCR

Oligonucleotideos (5 —3”)

Genes Forward Reverse

GAPDH CCCCCAATGTATCCGTTGTG TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT
IL-6 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
IL-10 TTGAACCACCCGGCATCTAC CCAAGGAGTTGTTCCCGTTA
TNF-a TGGGCTACGGGCTTGTCACTC GGGGGCCACCACGCTCTT

2.5 Analises histopatologicas

Fragmentos do musculo (biceps) de todos os animais foram removidos e fixados em
formaldeido em temperatura ambiente. Apds fixagdo, os tecidos foram desidratados em
gradiente crescente de etanol (70 % até absoluto), e incluidos em resina contendo endurecedor
(Leica, Historesin®). Foram obtidos cortes histoldgicos semi-seriados com 3 pm de espessura
em micrétomo automadtico Leica® utilizando navalha de vidro. Em seguida foram submetidos 4
coloracdo pela técnica com hematoxilina e eosina (H&E), montadas com Entellan (Merck®) e

analisadas em microscépio de luz (LEICA DM750).

As imagens das sec¢des histolégicas foram capturadas com a objetiva de 20X por meio
da camera digital LEICA MC170 HD. A partir de 10 fotos por animal, foram quantificadas as
areas contendo fibra muscular, tecido conjuntivo e infiltrado inflamatério no musculo
utilizando o aplicativo ImagePro-Plus® versdo 4.5 (Media Cybernetics) por meio da contagem

manual de pontos sobre o tecido (SABARENSE et al., 2012).

2.6 Analise de lactato sanguineo durante o teste de exaustao

Amostras de sangue foram coletadas em dois momentos: antes (repouso) e ap6s o final
do teste de exaustdo em natacdo (momento final) (adaptado de GOBATTO et al., 2001). As
amostras sanguineas foram coletadas da extremidade da cauda do animal. Para evitar dilui¢io
com a dgua, os animais foram rapidamente secos com uma toalha antes da coleta sanguinea. A
concentragdo de lactato foi determinada utilizando o analisador automatico de lactato sanguineo

Accutrend Check (Accusport - Roche).
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2.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (média + DP). A
normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As diferencas entre o
mesmo grupo (sedentdrio x TE) foram testadas pelo teste T. Diferengas intra grupos (AIN-93M,
WPC + CCM e CCM) foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) seguidos pelo teste
de médias de Newman-Keuls a 5% de probabilidade. Todas as anélises estatisticas e constru¢ao
dos graficos foram realizadas no software GraphPad Prism, versao 8 para Windows (GraphPad

Prism Inc, EUA).

Resultados
Balanco oxidativo

A atividade de SOD nido diferiu entre os grupos AIN-93M, WPC+CCM e CCM,
independente da realizacdo ou ndo do TE (Figura 1-A). Entre os animais ndo submetidos ao
TE, a atividade da CAT foi maior no grupo AIN-93M, quando comparados aos animais que
consumiram CCM (p<0,05). Por outro lado, a atividade da CAT nao foi alterada nos animais
dos grupos submetidos ao TE. Os animais do grupo WPC+CCM TE, bem como os animais do
grupo CCM TE, apresentaram maior atividade de CAT, em relacdo aos animais do grupo
WPC+CCM e CCM, respectivamente (p<0,05) (Figura 1-B). A atividade da glutationa, por sua
vez, também nao diferiu entre os grupos, independente da realiza¢do ou ndo do TE. No entanto,
os animais do grupo CCM TE apresentaram maior atividade da GST, quando comparados aos

animais do grupo CCM nao submetidos ao TE (p<0,05) (Figura 1-C).

As concentracdes de MDA nao foram diferentes entre os grupos AIN-93M, WPC+CCM
e CCM, independente da realizacdo ou ndo do TE. Entretanto, os animais do grupo WPC+CCM
TE apresentaram menores concentragdes de MDA, quando comparados aos animais do grupo
WPC+CCM (p<0,05) ndo submetidos ao TE (Figura 1-D). Entre os animais dos grupos AIN-
93M, WPC+CCM e CCM nio submetidos ao TE, as concentra¢des de PCN foram similares.
No entanto, os animais do grupo CCM TE apresentaram menores concentracdes de PCN
(p<0,05), quando comparados aos animais do grupo AIN-93M TE e do grupo WPC+CCM TE
(Figura 1-E).

Entre os animais nao submetidos ao TE, os niveis de ON foram maiores no grupo CCM
quando comparado aos grupos AIN-93M e WPC+CCM (p<0,05). Ainda, entre os animais nao
submetidos ao TE, o grupo WPC+CCM apresentou maior quantidade de ON, quando

comparado ao grupo AIN-93M (p<0,05). Em relagdo aos animais submetidos ao TE, os animais
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do grupo CCM TE, bem como os animais do grupo WPC+CCM TE apresentaram maiores
niveis de ON, quando comparados aos animais do grupo AIN-93M TE (p<0,05) (Figura 1-F).
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Figura 1. Andlises do balango oxidativo no misculo. AIN-93M TE: grupo submetido ao teste de
exaustdo que recebeu dieta padrio; WPC+CCM: grupo sedentdrio que recebeu whey protein
concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que
recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; CCM: grupo sedentdrio que recebeu
curcumina; CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu curcumina; TE: teste de
exaustdo. Os graficos mostram (A) Superéxido dismutase, (B) Catalase, (C) Glutationa S-transferase,
(D) Malondialdeido, (E) Proteina Carbonilada, (F) Oxido nitrico. * indica diferencas significativas entre
o mesmo grupo (sedentario x TE), de acordo com o teste t (p <0,05). Letras mindsculas diferentes (a —
¢) indicam diferencas intra grupos, de acordo com a ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, a
5% de probabilidade. Dados expressos como média + desvio padrio.
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Expressao génica de TNF-a, IL-6 e IL-10

Os niveis de expressdo de TNF-a permaneceram similares entre os grupos (Figura 2-A).
A expressao génica da citocina pré-inflamatéria IL-6 foi maior no grupo controle submetido ao
teste de exaustao (AIN-93M TE) quando comparada aos demais grupos (p<0,05) (Figura 2-B).
A expressdo génica da citocina anti-inflamatoria IL-10 foi maior nos grupos que receberam
WPC+CCM e CCM, independente da realizagdo ou ndo do TE,
AIN-93M TE (p<0,05) (Figura 2-C).
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Figura 2. Expressdo génica de TNF-a, IL-6 e IL-10 no misculo. AIN-93M: grupo sedentdrio que
recebeu dieta padrdo; AIN-93M TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu dieta padrdo;
WPC+CCM: grupo sedentdrio que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina;
WPC+CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu whey protein concentrado
adicionado de curcumina; CCM: grupo sedentdrio que recebeu curcumina; CCM TE: grupo submetido
ao teste de exaustdo que recebeu curcumina; TE: teste de exaustdo. Os graficos mostram (A) TNF-o,
(B) IL-6, (C) IL-10. Letras mindsculas diferentes (a — b) indicam diferencas significativas intra grupos,

de acordo com a ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. Dados
expressos como média + desvio padrdo.

Histopatologia

Entre os animais nao submetidos ao TE, foram observadas maiores dreas de inflamacao
nos animais do grupo AIN-93M (p<0,05), quando comparados aos animais dos grupos
WPC+CCM e CCM (Figura 3-A). O mesmo foi observado entre os grupos submetidos ao TE,
sendo que os animais do grupo WPC+CCM TE e CCM TE apresentaram menores dreas de
inflamagdo, quando comparados aos animais do grupo AIN-93M TE (p<0,05) (Tabela 3).

Foi possivel observar, entre os animais nao submetidos ao TE, maior quantidade de fibra
muscular nos grupos WPC+CCM e CCM, quando comparados ao grupo AIN-93M (p<0,05).
Entre os animais submetidos ao TE, os animais dos grupos WPC+CCM e CCM apresentaram

maior quantidade de fibra muscular por drea avaliada, quando comparados aos animais do grupo
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AIN-93M (p<0,05) (Figura 3-B). A presenca de tecido conjuntivo, por sua vez, entre 0s animais
nao submetidos ao TE, foi maior no grupo AIN-93M, quando comparado aos grupos
WPC+CCM e CCM (p<0,05). O mesmo foi observado entre os animais submetidos ao teste
exaustivo, com maior presenca de tecido conjuntivo nos tecidos musculares dos animais do
grupo AIN-93M TE, quando comparados aos animais dos grupos WPC+CCM TE e CCM TE
(p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Histopatologia do musculo de ratos sedentdrios que foram ou ndo submetidos a teste
exaustivo em natacio

Grupos Inflamacao (%) Ponto sobre fibra Ponto sobre tecido
muscular conjuntivo

AIN-93M 3,69 £0,53* 243,38 +5,92° 43,01 +5,88*
WPC + CCM 2,03 £0,45° 254,00 £5,72° 33,70 +£5,52°
CCM 1,92 +0,28° 258,60 + 4,59° 24,60 = 1,93°
AIN-93M TE 3,59 £0,29* 236,80 + 4,43° 39,31 +£3,23°
WPC + CCM TE 2,02 +£0,29° 259,15 £5,08° 26,65 + 4,88°
CCMTE 1,73 +0,49° 258,06 + 4,88? 26,46 +2,55°

AIN-93M: grupo sedentdrio que recebeu dieta padrao; AIN-93M TE: grupo submetido ao teste de
exaustdo que recebeu dieta padrio; WPC+CCM: grupo sedentdrio que recebeu whey protein
concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que
recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; CCM: grupo sedentdrio que recebeu
curcumina; CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu curcumina; TE: teste de
exaustdo. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si para uma mesma condicio
(sedentario e TE). * indica diferengas significativas entre o mesmo grupo (sedentério x TE), de acordo
com o teste t (p <0,05). Letras mintdsculas diferentes (a — c¢) indicam diferencas intra grupos, de acordo
com a ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. Dados expressos como
média + desvio padrdo.
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3-A. Secdo transversal do musculo de ratos sedentarios que foram ou ndo submetidos ao teste exaustivo. AIN-93M: grupo sedentario que recebeu dieta
padrdo para roedores em fase de manutencio; AIN-93M TE: grupo submetido ao teste de exaustdao que recebeu dieta padrdo para roedores em fase de
manuten¢do; WPC+CCM: grupo sedentdrio que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE: grupo submetido ao teste de
exaustdo que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; CCM: grupo sedentério que recebeu curcumina; CCM TE: grupo submetido ao
teste de exaustdo que recebeu curcumina. Infiltrado inflamatdrio (=).
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AIN-93 M WPC+CCM
AIN-93 M ET WPC+CCM ET CCMET

FIBER + CONNECTIVE

Figura 3-B. Secio transversal do muisculo de ratos sedentdrios evidenciando as fibras musculares e o tecido conjuntivo que foram ou nao submetidos
ao teste exaustivo. AIN-93M: grupo sedentdrio que recebeu dieta padrdo para roedores em fase de manutencdo; AIN-93M TE: grupo submetido ao teste de
exaustdo que recebeu dieta padrdo para roedores em fase de manutencdo; WPC+CCM: grupo sedentirio que recebeu whey protein concentrado adicionado de
curcumina; WPC+CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; CCM: grupo sedentario

que recebeu curcumina; CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu curcumina. Fibra muscular (€); Tecido conjuntivo (»).
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Entre os animais ndo submetidos ao TE, as medidas de drea permaneceram similares.
Também ndo foram observadas diferencas entre 0 mesmo grupo (sedentério vs. TE). Entre os
animais submetidos ao TE, os animais dos grupos WPC+CCM TE e CCM TE apresentaram
maior drea de fibra muscular, quando comparados aos animais do grupo AIN-93M TE (p<0,05)

(Figura 4-A).

Em relacdo ao diametro das fibras musculares, foi possivel observar maior didmetro
entre os animais do grupo WPC+CCM TE, quando comparados aos do grupo AIN-93M TE
(p<0,05) (Figura 4-B). Entre os animais do grupo CCM TE, o didmetro das fibras musculares
permaneceu similar aos do grupo WPC+CCM TE e AIN-93M TE. Ainda, quando comparados
os didmetros entre 0 mesmo grupo (sedentdrio x TE), os animais dos grupos WPC+CCM TE e
CCM TE apresentaram maior didmetro de fibra muscular quando comparados aos grupos
WPC+CCM e CCM néo submetidos ao TE, respectivamente (Figura 4-B). Entre os animais do

grupo AIN-93M (sedentdrio x TE), ndo foram observadas diferengas.
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Figura 4. Anilise histopatolégica do tecido muscular. AIN-93M: grupo sedentdrio que recebeu dieta
padrao; AIN-93M TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu dieta padrao; WPC+CCM:
grupo sedentdrio que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE:
grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina;
CCM: grupo sedentério que recebeu curcumina; CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que
recebeu curcumina; TE: teste de exaustdo. Os graficos mostram (A) Area das fibras musculares (um?),
(B) Didmetro das fibras musculares (um). * indica diferencas entre o mesmo grupo (sedentdrio x TE),
de acordo com o teste t (p <0,05). Letras mindsculas diferentes (a — b) indicam diferencas intra grupos,
de acordo com a ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. Dados
expressos como média + desvio padrdo.

Analise de lactato sanguineo
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Os niveis de lactato em repouso nao diferiram entre os grupos. No entanto, apds a
realizacdo do TE, os animais do grupo WPC+CCM apresentaram menores niveis de lactato,
quando comparados aos animais do grupo AIN-93M (p<0,05). Além disso, por meio de
comparagdes entre grupos, foi possivel observar que os niveis de lactato apds o término do TE
foram mais elevados no grupo AIN-93M apés a realizagdo do TE, quando comparados ao
mesmo grupo antes da realizagdo do TE (p<0,05). Nos grupos WPC+CCM e CCM, os valores

de lactato antes e ap0s a realizacdo do TE permaneceram similares (Figura 5).

REPOUSO IMIN

Lactate sanguineo (mmol/L)

Figura 5. Niveis de lactato sanguineo coletado em repouso e 2 minutos apés a realizagdo do teste
exaustivo em natagdo. AIN-93M: grupo sedentdrio que recebeu dieta padrao; AIN-93M TE: grupo
submetido ao teste de exaustdo que recebeu dieta padrao; WPC+CCM: grupo sedentério que recebeu
whey protein concentrado adicionado de curcumina; WPC+CCM TE: grupo submetido ao teste de
exaustdo que recebeu whey protein concentrado adicionado de curcumina; CCM: grupo sedentdrio que
recebeu curcumina; CCM TE: grupo submetido ao teste de exaustdo que recebeu curcumina; TE: teste
de exaustdo. * indica diferencas entre 0 mesmo grupo (antes x apds o TE), de acordo com o teste t (p
<0,05). Letras mindsculas diferentes (a — b) indicam diferencas intra grupos, de acordo com a ANOVA,
seguida pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade. Dados expressos como média + desvio
padrao.

Discussao

O exercicio fisico agudo e de alta intensidade estd associado ao aumento de estresse
tecidual em especial da inflamacdo, estresse oxidativo e, consequementente, modificacdes na
morfologia muscular. Neste contexto, a curcumina, bem como as proteinas do soro do leite,
tém se mostrado seguras para o consumo e exercem efeitos antioxidante e anti-inflamatorio.
Utilizamos um modelo animal de ratos Wistar submetidos a um teste de exaustdo em natacao
para avaliar as possiveis alteracdes teciduais que podem ocorrer devido a realizacdo de um

exercicio fisico agudo e desacostumado. No geral, nossos resultados mostraram que o consumo
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do concentrado proteico de soro de leite associado a curcumina apresentou efeitos positivos em
relagdo ao balango oxidativo, bem como o desenvolvimento de inflamacdes no tecido muscular
com consequente alteracdo na morfologia muscular. Neste sentido, podemos destacar redugao
de marcadores oxidativos, bem como aumento de enzimas antioxidantes e reducdo da

inflamacdo e do de lactato sanguineo apds realizacdo do teste exaustivo.

O tecido muscular esquelético normalmente se mostra um ambiente pro-oxidante, em
especial na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) durante a contragdo. O dano
muscular resultante do exercicio ndo habitual e de alta intensidade relaciona-se a produgdo de
radicais livres e consequentemente de EROs associado a inflamag¢ao (CAMPBELL, CARLINI,
FLEENOR, 2021), que podem levar a lesdes celulares, como desorganizacdo da membrana,
oxidagdo de proteinas e alterar fungdes celulares processo denominado estresse oxidativo
(GONCALVES, COSTA, GRZESKWIAK, 2021). O estresse oxidativo aumentado associado
a uma incapacidade do sistema antioxidante endégeno em remover o excesso de radicais livres
prejudica a recuperagdo e diminui o desempenho no exercicio fisico (RADAK e TAYLOR,

2019; CAMPBELL, CARLINI, FLEENOR 2021).

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ou malondialdeido (MDA) e
os niveis de proteina carbonilada constituem produtos da oxidacdo de biomoléculas e sdo
biomarcadores comumente usados e indicativos de estresse oxidativo. Por sua vez, enzimas
como CAT, SOD e GST sio utilizadas como parametros para refletir o estado antioxidante
(HENDRIX et al., 2020). No nosso estudo, observamos que as concentracoes de SOD
permaneceram similares entre os grupos, possivelmente porque ndo houve uma produgdo de
radicais livres suficientes para ativar o sistema de enzimas antioxidantes além do que a célula
ja expressa normalmente. Por outro lado, observamos aumento da atividade da enzima catalase
quando comparamos os grupos WPC+CCM TE e CCM TE aos grupos WPC+CCM e CCM
(p<0,05), respectivamente, demonstrando que tanto o concentrado proteico de soro de leite
adicionado de curcumina, quanto a exposicao a curcumina de forma isolada, proporcionaram
aumento da atividade antioxidante devido ao maior recrutamento pela realizacdo do teste
exaustivo. O mesmo foi observado para as concentra¢des da enzima antioxidante GST quando
comparamos o grupo CCM TE ao grupo CCM (p<0,05). Nossos resultados mostram que WPC
e CCM apresentam significativa capacidade antioxidante para o tecido muscular e
consequentemente atividade protetora para o tecido. No entanto, supreendentemente, as
concentragdes de CAT entre os animais ndo submetidos ao TE foram menores no grupo CCM,

provavelmente devido a menor formagado de H>O». Vale ressaltar que nossos dados se baseiam
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na andlise da atividade das enzimas e ndo na expressdo génica dos mesmos, por isto,
acreditamos que estudos futuros sdo necessarios para continuar as investigagoes e esclarecer
possiveis mecanismos de acdo com consequente alteragdes teciduais com a realizacdo de

andlises de expressdo génica dessas enzimas, por exemplo.

O consumo do concentrado proteico de soro de leite adicionado de curcumina foi
associado a melhora da atividade antioxidante da enzima CAT e aumento da concentracdo de
SOD, no figado de ratos Wistar submetidos ao teste exaustivo. Além disso, apresentou redugdo
de produtos da oxidacdo, como protefna carbonilada e 6xido nitrico (DA CONCEICAO et al.,
2021). O organismo mantém a concentracdo de EROs dentro dos limites fisioldégicos por meio
do mecanismo antioxidante enzimatico, formado pelas enzimas SOD, CAT e GST (DA
CONCEICAO et al., 2021). Outra forma de defesa do organismo ocorre pelo mecanismo nio
enzimatico, proveniente dos antioxidantes exogenos (RIBEIRO et al., 2005). Assim, sugere-se
que o consumo do WPC+CCM e da CCM tenha representado uma importante fonte de

antioxidantes exdgenos.

Em relagdo aos produtos de oxidacao, observamos menores niveis de MDA no musculo
no grupo WPC+CCM TE (p<0,05) quando comparados ao grupo WPC+CCM, indicando que
a administracdo do concentrado proteico adicionado de curcumina possibilitou redugcdo da
peroxidacao lipidica induzida por radicais livres e ERO’s como H>O> e provocada pela
realizacdo do teste exaustivo em natacdo. Similarmente, um estudo com ratos machos
submetidos a um treinamento de exercicio de resisténcia para induzir danos musculares também
demonstrou os efeitos modulatérios positivos da curcumina, com atenuacao nas concentragdes
de MDA (SAHIN et al. 2016). Além disso, em nosso estudo, os animais do grupo CCM TE
apresentaram menores concentragcdes de proteina carbonilada (PCN), quando comparados aos
animais do grupo controle (AIN-93M TE) e quando comparados aos animais do grupo
WPC+CCM TE, demonstrando que a CCM, devido as suas propriedades antioxidantes, foi
capaz de reduzir a oxidagdo das proteinas, possivelmente reduzindo a formacgdo de proteinas
maldobradas no tecido, uma vez que ja é conhecido que a oxidacdo proteica € um dos principais
responsaveis pelo mal dobramento de proteinas dentro do resticulo endoplasmético rugoso e
consequentemente pelo mal funcionamento das mesmas. O estudo anterior do nosso grupo de
pesquisa (DA CONCEICAO et al., 2021) constatou que o consumo da CCM foi responsivel
por reduzir as concentracdes de MDA e que a exposicdo a CCM, bem como ao WPC+CCM,
foi capaz de reduzir as concentracoes de PCN no figado, em relagcdo ao grupo controle,

independente da realizacdo ou nao do TE. Nossos achados corroboram em partes com o estudo
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anterior. As diferencas encontradas possivelmente podem ser relacionadas ao tecido
investigado, uma vez que o figado € o principal 6rgao do metabolismo e, portanto, as alteracoes
principais sdo encontradas nele. No entanto, o presente estudo traz achados importantes no
tecido muscular e que, certamente, contribuirdo no direcionamento de estudos futuros nesta

area.

Em condicdes de estresse oxidativo, niveis elevados de fon superéxido reagem com o
oxido nitrico (ON), formando uma espécie reativa de nitrogénio (ERN), produzindo,
consequentemente, o peroxinitrito (HALLIWELL et al., 2015). Por outro lado, mesmo uma
molécula facilmente oxidada na presenca de O2 (oxigénio molecular), o ON € essencial para o
funcionamento endotelial, j4 que possui func¢do vasodilatadora e, por isso, é considerado uma
molécula cardioprotetora, além de estar relacionado a defesa imunoldgica, neurotransmissao,
sinalizacdo intracelular, além diminuicdo das inflamag¢des agudas e cronicas (MENON e
SUDHEER, 2007; HALLIWELL et al., 2015). Em nosso estudo, observamos maiores niveis
de 6xido nitrico nos animais que receberam o WPC+CCM e também nos animais do grupo
CCM, quando comparados aos animais do grupo controle (AIN-93M). O mesmo foi observado
entre os animais submetidos ao TE. Os grupos WPC+CCM TE e CCM TE apresentaram
maiores niveis de 6xido nitrico, corroborando com estudos anteriores que relatam possiveis
beneficios cardioprotetores da curcumina devido ao seu papel antioxidante (HERNANDEZ;
WICS; CORRAL, 2016; YU et al., 2016; XU et al., 2018). J4 é conhecido que o ON suprime a
instalacdo de um processo inflamatério pela diminuicdo da ativacdo linfocitdria e pela
diminui¢do da adesdo leucocitdria, impedindo o rolamento e a migracdo das células e,
consequentemente, inibindo a intalagdo de um processo inflamatério tecidual (ROBBINS;
GRISHAM, 1997; GARCIA; SESSA, 2019). Estes relatos corroboram nossos achados, uma
vez que os tratamentos com WPC+CCM e CCM apresentaram aumento nos niveis de NO e

também diminuicao de focos de infiltrado inflamatério no tecido.

Ap6s exercicios excéntricos e/ou prolongados, o dano muscular estimula a resposta
inflamatdria por meio do recrutamento de células do sistema imune, como neutréfilos
(CAMPBELL, CARLINI, FLEENOR 2021), que enviam sinais para a migragao de macréfagos
que, por sua vez, medeiam a expressao de citocinas, fatores de crescimento, EROs e ERNs
diretamente  envolvidas na progressio da inflamacdo(GONCALVES, COSTA,
GRZESKWIAK, 2021). Dessa forma, o exercicio pode promover aumento de citocinas
inflamatorias, como interleucina-6 (IL-6), interleucina (IL)-1p e fator de necrose tumoral alpha

(TNF-a), por meio do fator nuclear kappa beta (NF-xB) e vias da ciclooxigenase (COX)-2
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(CAMPBELL, CARLINI, FLEENOR, 2021). Para evitar danos persistentes aos tecidos devido
a acdo continua de radicais livres e EROs, € necessdrio que o processo inflamatorio seja
controlado (GONCALVES, COSTA, GRZESKWIAK, 2021). Nossos resultados mostraram
que o WPC e a CCM representam uma terapia promissora no controle da inflamagao apds o
exercicio exaustivo, pois o consumo do WPC+CCM ou da CCM isolada reduziu os niveis de
IL-6 e aumentou os niveis de IL-10, quando comparados ao controle AIN-93M TE, refletindo

diretamente em uma atenuacdo da resposta inflamatdria provocada pelo exercicio € uma

recuperagdo muscular melhorada.

O aumento de IL-6 no miusculo esquelético estd relacionado a incidéncia de lesao
muscular induzida por exercicios extenuantes e/ou de alta intensidade. Além disso, a duragcao
da atividade fisica também pode afetar as concentracdes de IL-6 (PRESTES et al., 2006). A
razdo pela qual observamos menor concentracdo de IL-6 nos grupos que consumiram o
WPC+CCM ou a CCM isolada estd provavelmente relacionada as altas concentracdes de
peptideos bioativos do WPC e as concentragdes de CCM no sangue, que foram mantidas
durante e apds o exercicio exaustivo. Estudos anteriores também relataram que a resposta
inflamatdria € suprimida quando a curcumina € ingerida por vérios dias antes do exercicio
(DROBNIC et al., 2014; TANABE et al., 2019b). Além disso, corroborando com nossos
resultados, Davis et al. (2007) mostraram que a curcumina foi capaz de reduzir as concentragdes
de IL-6 e TNF-a ap6s um exercicio excéntrico controlando a inflamacao e protegendo o tecido.
Observamos, em nosso estudo, aumento nos niveis de expressdo de IL-10 no musculo dos
animais submetidos ao teste exaustivo em natagdo, que receberam o WPC+CCM ou a CCM
isolada. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria que atua suprimindo a ativac¢do das células
imunes apdés o surgimento de uma resposta inflamatéria inicial (MOSSER; ZHANG, 2008).
Além disso, inibe a producdo de TNF-a e promove a producdo de mediadores imunes anti-
inflamatdrios, como receptores soliveis de TNF-a (LIU et al, 2017). O aumento da
concentracdo de IL-10 pode acelerar o processo de recuperacdo inflamatéria (FARIA et al.,
2020). Tem sido demonstrado que a curcumina tem a capacidade de induzir a expressao e
liberacdo de IL-10 (MOLLAZADEH et al. 2017), o que explica em parte seus efeitos anti-
inflamatérios. Em nosso estudo anterior (DA CONCEICAO et al., 2021) também observamos
aumento das concentracdes de IL-10 no figado de ratos Wistar que receberam WPC+CCM ou
CCM isolada.

O papel anti-inflamatério do WPC estd relacionado a sua concentragdo de peptideos

bioativos, presentes nas proteinas de soro de leite, que podem ser gerados por hidrélise
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enzimadtica, fermentacdo microbiana ou por meio da digestdo gastrointestinal das proteinas
alimentares (MA et al., 2016). A ingestdo de CCM isolada tem se mostrado eficaz na redugdo
de citocinas pré-inflamatérias, uma vez que a CCM pode regular negativamente as enzimas
6xido nitrico sintase induzivel (iINOS), ciclo-oxigenase-2 (COX-2), lipoxigenase e atividade da
xantina oxidase, suprimindo a ativacdo do NF-kB (KOCAADAM e SANLIER, 2017) — fator
de transcricdo que controla a expressdo de proteinas inflamatdrias, crescimento celular e
apoptose, além de ser ativado durante a contracdo muscular devido ao aumento da producao de
radicais livres (SAHIN et al., 2016).

Em apoio aos nossos achados das andlises de expressdo génica, as avaliacOes
histolégicas indicaram menor inflamacao tanto nos animais que receberam WPC+CCM, quanto
nos animais que receberam somente CCM, independente da realizacdo ou ndo do teste
exaustivo, em comparacdo ao grupo controle, demonstrando a capacidade do produto
WPC+CCM e também da CCM em reduzir a inflamacdo. Além disso, também foi possivel
observar aumento dos pontos sobre fibras musculares nos grupos WPC+CCM e CCM, que
podem estar relacionados ao aumento da for¢a muscular e do desempenho no exercicio.

Outro importante achado deste trabalho mostra maior quantidade de pontos sobre tecido
conjuntivo nos animais do grupo controle, quando comparados aos animais dos grupos
WPC+CCM e CCM. O aumento de tecido conjuntivo, formado principalmente por fibras de
coldgeno tipo III, implica, consequentemente, em diminui¢do de fibras musculares. No geral, o
espessamento de fibras coldgenas estd relacionado a algum tipo de lesdo, normalmente ao inicio
do processo fibrético e morte celular (HARGIS e MYERS, 2017; NOGUEIRA et al., 2021).
Possivelmente, estes achados devem estar associados a cronificacdo da inflamacdo e o
desenvolvimento de processos degenerativos que culminaram para morte celular com
consequente deposi¢do de coldgeno. O teste de exaustdo em natagdo ocasionou alteracdes
morfologicas que podem ter levado a morte celular e ao aumento de fibrose tecidual. No

entanto, mais estudos sdo necessarios para investigar esses efeitos.

Além disso, andlises histolgicas também mostraram que, apds o teste de exaustdo em
natacdo, foram observadas diferencas na area de fibra muscular e didmetro. Assim, maior drea
de tecido muscular, bem como maior didmetro das fibras musculares foram identificados nos
animais que ingeriram WPC+CCM ou CCM, corroborando com os nossos dados de aumento
dos pontos sobre fibra muscular e sustentando as afirmag¢des de que o produto WPC+CCM ou

a CCM isolada € capaz de melhorar o desempenho, por meio do aumento de forca muscular.
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A fadiga fisioldgica resultante de esforgo, carga fisica e repouso inadequado pode ser
classificada como fadiga central ou periférica. A fadiga periférica pode ser avaliada por
indicadores séricos, como o lactato (WANG et al., 2019). O lactato € um substrato oxidavel no
miusculo esquelético e precursor da gliconeogénese nos musculos ou figado apds o exercicio
fisico (BROOKS, 2000). No nosso estudo, observamos que o grupo suplementado com
WPC+CCM apresentou niveis de lactato inferiores ao grupo controle (AIN-93M) apds o teste
de exaustdo em natacdo, indicando que o grupo WPC+CCM manteve um estado de fadiga
periférica mais baixo. Niveis elevados de lactato no musculo e no sangue durante o exercicio
podem provocar sensacdes de dor e desconforto, aumentando a percepcdo de esforco e,

consequentemente, reduzindo o desempenho (KANTANISTA, 2016).

Achados semelhantes foram demonstrados por Sahin et al. (2016), em seu estudo com
ratos Wistar machos submetidos a um protocolo de exercicio fisico, no qual foram fornecidos
20 mg de curcuminoides por dia durante 6 semanas, e verificou-se que os niveis de lactato
sérico no grupo suplementado foram diminuidos em comparacdo aos niveis do grupo controle.
Ainda, Wang et al. (2019) também relataram reducao nos niveis séricos de lactato em mulheres
suplementadas com curcumina apds desafio de bicicleta giratoria. No presente estudo, embora
sem significancia estatistica, a CCM isolada mostrou tendéncia a um menor aumento nas
concentracdes de lactato apds o teste de exaustido, quando comparada ao grupo controle. Além
disso, quando associada ao concentrado proteico de soro de leite (WPC+CCM), foi possivel
observar concentragdes de lactato significativamente mais baixos quando comparados ao grupo
controle. Assim, 0 WPC+CCM pode melhorar a fadiga decorrente do exercicio, o desempenho

e reduzir danos musculares.

Os resultados deste trabalho corroboram com nossos achados anteriores de que o
consumo do WPC+CCM e da CCM isolada contribuem para reducao da inflamacao e dos danos
oxidativos ocasionados pelo teste de exaustdo em natacdo, apesar da baixa dosagem ofertada
de CCM (3mg/ kg/ dia). Além disso, maiores beneficios foram observados quando o consumo
da CCM esteve associado ao WPC como, por exemplo, menor producdo de lactato,
possibilitando reducdo da fadiga no exercicio extenuante e consequentemente, melhor
desempenho. Alguns resultados inconsistentes e/ou inesperados podem estar associados ao
tempo de intervencdo do presente estudo. Portanto, sdo necessdrios estudos futuros para
esclarecer os mecanismos agudos e cronicos relacionados as respostas antioxidantes e anti-
inflamatorias geradas pelo consumo do WPC+CCM e da CCM isolada, bem como uma

avaliacdo por maior tempo apods a realizagao de um teste exaustivo.
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Conclusao

O consumo de WPC+CCM e/ou CCM isolada, por quatro semanas, antes da realizacio
de um teste exaustivo em natacdo, foi capaz de reduzir a resposta inflamatdria, por meio da
reducdo de IL-6 e aumento de IL-10. Além disso, o consumo de WPC+CCM foi capaz de
reduzir a peroxidagdo lipidica provocada pelo exercicio extenuante (WPC+CCM TE vs.
WPC+CCM) e o consumo da CCM reduziu as concentragdes de proteina carbonilada. Maiores
niveis de 6xido nitrico foram observados pelo consumo do WPC+CCM e CCM, evidenciando
uma possivel acdo cardioprotetora. Ainda, o consumo do WPC+CCM e CCM foi capaz de
reduzir as dreas de infiltrado inflamatério e tecido conjuntivo no musculo causadas pelo
exercicio exaustivo, além de aumentar a area e didametro das fibras musculares. A associagao
do WPC+CCM possibilitou, ainda, menor producdo de lactato durante o exercicio exaustivo,

reduzindo a fadiga e, consequentemente, melhorando o desempenho.
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7. CONCLUSAO GERAL

O presente estudo utilizou o whey protein do tipo concentrado e a CCM altamente
absorvivel e biodisponivel. A CCM foi adicionada ao WPC de modo que se obtivesse um
produto com a concentracdo de 0,8 g de CCM em cada 100 g de WPC. O consumo do
WPC+CCM e/ou CCM isolada, antes da realizagdo de um teste exaustivo em natacdo, foram

capazes de reduzir a resposta inflamatéria, por meio da reducdo de IL-6 e aumento de IL-10.

Além disso, o consumo de WPC+CCM foi capaz de reduzir a peroxidacdo lipidica
provocada pelo exercicio extenuante (WPC+CCM TE vs. WPC+CCM) e o consumo da CCM
reduziu as concentragdes de proteina carbonilada. Maiores niveis de 6xido nitrico foram
observados pelo consumo do WPC+CCM e CCM, evidenciando uma possivel agdo
cardioprotetora. O consumo do WPC+CCM e CCM foi capaz de reduzir as areas de infiltrado
inflamatério e tecido conjuntivo no musculo causadas pelo exercicio exaustivo, além de
aumentar a drea e didmetro das fibras musculares. A associacdo do WPC+CCM possibilitou

ainda uma menor producdo de lactato durante o exercicio exaustivo, reduzindo a fadiga.

Ademais, a realizac¢ao da revisdo sistematica possibilitou esclarecer os possiveis efeitos
da suplementacdo de curcumina em humanos antes e/ou apds o exercicio fisico agudo,
demonstrando seu potencial benéfico. Em conclusdo, os resultados do presente trabalho
contribuem para avancos em pesquisas nesta drea e podem direcionar estudos futuros na

investigacdo do uso do WPC+CCM em humanos submetidos ao exercicio fisico exaustivo.
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NUTRITIONAL DATA ANALYSIS

Sample Theracurmin CR-033P

Test Item Result Detection Limit Note | Method
Water 3.1g/100g - Heal under Reduced Pressure Method
Protein 0.6¢/100g - [ Kjeldahl Meihod
Lipid 1.4 &/1008 - Thermal Decomposilion Melhod
Ash 0.3 g/100g - Direcl Ashing Melhod
Carbohydrate 94.6 g/100g $ 2 s
Lnergy 393kcal/100g g 3 =
Sodi 7.2mg/100g - Alomic Abscrplion Method
Nacl equivalent 0.018g/100g : 4 3
Te 0.32mg/100g - ICP Alomic Emisslon Speclroscopy
Ca 95_2,_nE/100g - ICP Atomic Emlsslon Speclroscopy
Vitamin A (Retinol Activity Equivalent 5
Retinol Not Detected 3pg/100g HPLC
a-Carotene Not Detected 6pg/100g HPLC
B-Carotene Not Detected 6pg/100g 6 HPLC
Total Ascorbic Acid Not Detected 1mg/100g 7 HPLC
Tructose Not Detected 0.05g/100g HPLC
Glucose 1.62/100g - HPLC
Sucrose Not Detected 0.06g/100g HPLC
Maltose 26.6g/100g - HPLC
Lactose Not Detected 0.05g/100g HPLC
Galactose Not Detected 0.05g/100g HPLC
Saturatod Fatty acid | Not Detected 0.01g/100g GC
Trans Fatty Acid Not Detected 0.05g/100g 8 GC
Cholesterol Not Detected 1mg/100g GC
Total Fat 1.4g/100g 0.01g/100g Icp
Potassium 67mg/100g 1mg/100g IcP
Vitamin D Opg/100g 1000meg/100g GC
Added Sugars 38g/100g 0.1g/100g 9 GC
Notel, Nitrogen-protein Scale Factor6.26

Note2.Calculation Formula (The Food Labelling Standard,2016 Cabinet Office Ordinance No.10):100-(watex+Protein+Lipid+Ash)

Note3.Calculation Formula (The Food Labelling Standard,2015 Cabinat Office Ordinance No.10):100:(watex+Protein+Lipid+Ash+Dietary)

Noted,Calculation Formula NaX 2,64

Noteb.Not calculated due to not d

Note6,By The Food Labelling Standard. 2016 Cabinet Office Ordinance No.10)
Note7.Modified by hydvazine, first,

Note8.Measuement Objoct: Carbon 14-22 monotrans fatty acid and carbon 18 diand tri-trans fatty acid (Re£AOAC 996.06.A0CS Ce)

Note9.Including Maltose 80% (Composition ratio)

For and Behalfof : THERAVALUES CORPORATION

Position : Director
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Signature : \.\{/{/U" S
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Anexo II: Aprovacio CEUA

CERTIFICADO

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

CERTIFICATE

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

Prof. * Atima Clemente Alves Zuanon

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



