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RESUMO

Introducao: As proteinas do soro do leite tém sido muito utilizadas por
praticantes de atividades fisicas e atletas, especialmente por possuirem alto
valor nutricional e apresentarem relagdo comprovada com a hipertrofia
muscular. Sua importancia muitas vezes € superestimada, levando atletas e
individuos praticantes de atividades fisicas a consumirem doses muito
elevadas de proteinas, sem a garantia de beneficios adicionais. Objetivo:
Verificar o efeito da suplementacdo de diferentes doses de Whey Proteins
durante 12 semanas na expressao génica de MTOR, MURF-1 e MAFBx e na
alteracdo do diametro celular do musculo gastrocnémio. Metodologia: A
presente pesquisa teve aprovagao na Comissdo de Etica no Uso de Animais-
UFMA (protocolo n® 23115.014424/2015-54). Delineamento experimental, com
38 Rattus novergicus machos da linhagem Wistar com idade inicial de 60 dias e
massa corporal de 250g, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, sendo
um controle e trés de intervencao, identificados pelo valor da dosagem do
suplemento Whey Proteins (2, 4 e 6g/kg/dia) durante 12 semanas, pelo
procedimento de gavagem, trés vezes ao dia, com uma hora de diferenca entre
si. Ao final de 12 semanas de suplementacdo, seguiu-se um periodo de 24
horas de jejum, com posterior eutanasia por sobrecarga de cetamina/xilazina
(75:10 mg/kg), em seguida extraiu-se a porgcdo branca do musculo
gastrocnémico direito, armazenou-se na solucdo Rna Latter, foi armazenado a
-80°C, sendo submetido a andlise de reacdo de cadeia de polimerase em
tempo real. O musculo gastrocnémio esquerdo foi destinado a analises
histologicas. Tabulou-se os dados e analisou-se com estatistica descritiva e
analitica (Shapiro-Wilk (p>0,05), Anova (p<0,05) e Pés teste de Tukey
(p<0,05)). Resultados e Discussao: A expressao génica de MTOR mRNA
teve significancia estatistica inferior nos grupos Whey 2, Whey 4 e Whey 6 em
relacdo ao grupo controle, na ordem de 100%, 97% e 96%, respectivamente.
Do mesmo modo, a expressao génica de MURF-1 mRNA teve significancia
estatistica inferior nos grupos Whey 2, Whey 4 e Whey 6 em relacdo ao grupo
controle, na ordem de 65%, 75% e 84%, respectivamente. Em linha, a
expressao génica MAFBX mRNA teve significancia estatistica inferior nos
grupos Whey 2, Whey 4 e Whey 6 em relagcdao ao grupo controle, na ordem de
99%, 97% e 99%, respectivamente. Nao houve diferenca estatisica na area
celular do musculo gastrocnémio entre os grupos. Conclusao: Portanto, a
suplementacdo de Whey Proteins nas doses de 2, 4 e 6 g/kg/dia durante 12
semanas em animais sedentarios nao foi capaz de aumentar a expressao
génica de MTOR mRNA, no entanto, foi capaz de reduzir a expressao génica
de MURF-1 mRNA e MAFBX mRNA.

Palavras-chave: Whey Proteins, MTOR, MURF-1, MAFBX, Gastrocnémio.



ABSTRACT

Introduction: The whey proteins have long been used by practitioners of
physical activities and athletes, especially because they have high nutritional
value and present proven link with muscle hypertrophy. lts importance is often
overestimated, leading athletes and physical activity individuals to consume
very high doses of protein, without the guarantee of additional benefits.
Objective: To verify the effect of the supplementation of different doses of
Whey Proteins during 12 weeks in the gene expression of MTOR, MURF-1 and
MAFBx and in the alteration of the cellular diameter of the gastrocnemius
muscle. Methodology: The present study was approved by the Ethics
Committee on Animal Use (UFMA protocol no. 23115.014424/2015-54).
Experimental design, with 38 male Rattus novergicus Wistar rats aged 60 days
and body mass of 2509, were randomly assigned to four groups, one control
and three intervention groups, identified by the Whey Proteins supplementation
dosage (2, 4 and 6 g/kg/day) for 12 weeks by the gavage procedure three times
a day, one hour apart. At the end of 12 weeks of supplementation, a 24-hour
fasting period followed by euthanasia over ketamine/xylazine overload (75:10
mg / kg), the right white gastrocnemius muscle was removed and stored in the
Rna Latter solution, then it was stored at -80 ° C and subjected to real-time
polymerase chain reaction analysis. The left gastrocnemius muscle was
intended for histological analysis. Data were then tabulated and analyzed with
descriptive and analytical statistics (Shapiro-Wilk (p>0.05), Anova (p<0.05) and
Tukey's test post (p<0.05). Results and Discussion: Gene expression of
MTOR mRNA had lower statistical significance in the groups of Whey 2, Whey
4 and Whey 6 than in the control group, in the order of 100%, 97% and 96%,
respectively. Likewise, the gene expression of MURF-1 mRNA had lower
statistical significance in the groups of Whey 2, Whey 4 and Whey 6 than the
control group, in the order of 65%, 75% and 84%, respectively. In line, the gene
expression MAFBX mRNA had lower statistical significance in the groups Whey
2, Whey 4 and Whey 6 in relation to the control group, in the order of 99%, 97%
and 99%, respectively. There was no statistical difference in the cellular area of
the gastrocnemius muscle between the groups. Conclusion: Therefore,
supplementation of Whey Proteins at doses of 2, 4 and 6 g / kg / day for 12
weeks in sedentary animals was not able to increase the gene expression of
MTOR mRNA, however, it was able to reduce the gene expression of MURF -1
mRNA and MAFBX mRNA.

Key words: Whey Proteins, MTOR, MUFR-1, MAFBX, Gastrocnemius.
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1 INTRODUCAO

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células vivas,
sendo construidas a partir da combinacdo de 20 aminoacidos e a sequéncia
destes determina qual a funcdo que a proteina exercera no organismo, que
pode ser hormonal como a insulina e o horménio do crescimento, de defesa
como as imunoglobulinas, de transporte como albumina sérica, transferrina e
hemoglobina e a estrutural, como a fibrina, o coldgeno, a elastina e a actina.
(LEHNINGER, NELSON E COX, 2006; DAMODARAN, 1996).

As proteinas estruturais, como a actina e miosina, que formam o tecido
muscular esquelético, tem papel fundamental na agdo muscular, possibilitando
a contragdo muscular ao deslizarem uma sobre a outra. As células musculares
possuem cerca de 20% do seu peso total em proteinas, podendo aumentar em
graus variaveis com a aplicagdo sistematica do treinamento de forca. Nesse
sentido, existe uma crenca, especialmente entre os praticantes de atividade
fisica, que as dietas hiperproteicas aumentam o volume muscular, a forca e
melhoram o desempenho fisico (MENON E SANTOS, 2012).

Por conta disso, 0os suplementos proteicos sdo os mais utilizados entre os
praticantes de atividade fisica com a principal finalidade de aumentar a massa
magra (AMERICAN DIETETIC ASSOCIATION, 2007).

Dentre eles, as proteinas do soro do leite tém sido muito utilizadas por
praticantes de atividades fisicas e atletas, especialmente por possuirem alto
valor nutricional e apresentarem relacdo comprovada com a hipertrofia
muscular (CARRILHO, 2013).

A proteina do soro do leite € um componente de proteina lactea que foi
especulada com potencial para contribuir para a bioatividade de produtos
lacteos. Além disso, por conter uma quantia elevada de aminoacidos de cadeia
ramificada, especificamente leucina, e principalmente pela praticidade de
administragdo apds o exercicio, estudos vem sendo feitos para verificar qual a
dose necessaria para promover hipertrofia muscular (ZAMBAO, ROCCO E
HEYDE 2015; PAL E RADAVELLI-BAGATINI, 2013).
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Dessa forma, os aminoacidos de cadeia ramificada perfazem 21,2% de
sua composi¢ao e todos os aminoacidos essenciais constituem 42,7%. Esta
composicao ultrapassa as doses recomendadas para as criangas de dois a
cinco anos e para os adultos. Este aspecto torna o soro do leite uma fonte
proteica concentrada em aminoacidos essenciais, especificamente leucina, em
comparagado as demais fontes de proteina (TERADA E COLABORADORES,
2009).

Por conta disso, esse perfil de aminoacidos torna a sua digestao e
absorcao intestinal mais rapida, o que proporciona elevagdo da concentracédo
de aminodacidos no plasma que, por outro lado, estimula a sintese de proteinas
nos tecidos (HARAGUCHI, ABREU E DE PAULA, 2006).

Dentre estes, a leucina é o aminoacido de cadeia ramificada que é
encontrado em grandes concentragcbes no soro do leite, sendo esse
aminoécido amplamente estudado como um estimulador da sintese da proteina
muscular em seres humanos (CHURCHWARD-VENNE E COLABORADORES,
2014). Portanto, a proteina de soro de leite, contendo leucina, é importante
para estimular a perda de tecido adiposo e para promover a manutencao da
massa magra. (SUN E ZEMEL, 2009).

Em consonéncia, o consumo de proteina de soro de leite tem
proporcionado resultados positivos no que se refere ao aumento da sintese
pés-prandial aguda de proteinas miofibrilares em roedores (NORTON E
COLABORADORES, 2012) e em seres humanos (WITARD E
COLABORADORES, 2014), enquanto a suplementacao crénica dessa mesma
proteina tem sido utilizada para proporcionar o aumento da massa muscular
consistente quando associada ao exercicio fisico (MILLER, ALEXANDER E
PEREZ, 2014).

Nesse sentido, a base metabdlica que fundamenta o aumento da massa
muscular € o balanco positivo de proteinas musculares. Dessa forma, o
fornecimento de uma mistura completa de aminoacidos aumenta a sintese de
proteinas miofibrilares através da ativagdo do complexo alvo de rapamicina-1
(DICKINSON E COLABORADORES, 2011).
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Este efeito sobre a sintese proteica miofibrilar € atribuido principalmente a
aminoacidos essenciais ja que os aminoacidos ndo essenciais nao estimulam
sintese proteica miofibrilar (VOLPI E COLABORADORES, 2003).

Dessa forma, a relagédo entre os aminoacidos, a proteina do soro do leite
e a ativagdo da sintese proteica miofibrilar € dose-dependente e saturavel
(MOORE E COLABORADORES, 2009; YANG E COLABORADORES, 2012).

Nesse sentido, a utilizagdo de suplementos comerciais contendo
proteinas e/ou aminoacidos tem aumentado entre atletas de rendimento e
praticantes de atividade fisica, que desejam, como objetivo principal a elevacao
do valor biolégico das proteinas distribuidas nas refeicdes diarias, devido aos
seus efeitos na prevencao da perda de massa muscular e na sua implicacdo
positiva da sintese proteica (MENON E SANTQOS, 2012).

Devido a isso, a industria nacional de suplementos nutricionais alcangou
um crescimento de 10% em sua producdo no ano de 2016, com um
faturamento em torno de R$ 1,49 bilhdo de reais (BRASNUTRI, 2017).

Corroborando com essa informacéo, temos a Associacédo Brasileira da
Industria de Alimentos para Fins Especiais e Congéneres (2015), afirmando
que cerca de 54% dos domicilios brasileiros consumiram algum tipo de
suplemento, tendo como as principais motivagdes para o consumo de
suplementos alimentares a complementacdo da alimentacdo e a melhora do
quadro de saude, dentre 0os mais consumidos destacam-se as vitaminas e

multivitaminicos com 48% e as proteinas e aminoacidos com 30%.

No que tange aos suplementos proteicos, compreende-se que as
proteinas sdo elementos vitais para a promog¢ao bem-sucedida do processo de
hipertrofia muscular, especialmente em decorréncia do exercicio com
sobrecargas. Sendo essa importancia, muitas vezes superestimada, levando
atletas e individuos praticantes de atividades fisicas a consumirem doses muito
elevadas de proteinas. E a ingestdo de proteinas por atletas esta, na maioria
das vezes, superdimensionada, podendo chegar a valores da ordem de 4,0 a
6,2g/kg/dia (BACURAU, 2009).
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No entanto, considera-se uma dieta hiperprotéica, quando a ingestao de
proteinas ocorre em torno de 1,8 a 3,3g/kg/dia (LANCHA JUNIOR, CAMPOS-
FERRAZ E ROGERI, 2009).

Em relagéo a individuos que néo praticam o exercicio fisico, a Ingestao
Diaria Recomendada para homens e mulheres adultos € de 0,8g/kg/dia de
proteina de alto valor biol6gico, para chegar a esse valor, a diferenca da
Ingestdo Média Estimada de proteina total foi determinada pela diferenca na
média da massa corporal (conforme reportado na tabela 1), que foi de 70 kg
para homens e 57 kg para mulheres, resultando na Ingestdo Média Estimada
de 47g/dia e 38g/dia e Ingestdo Diaria Recomendada de 56g/dia e 46g/dia,
respectivamente (INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).

Tabela 1: Recomendacgdo dietética didria de proteinas para homens e
mulheres.

Homens Proteina (g/dia)
9 a 13 anos 34
14 a 18 anos 52
19 a 30 anos 56
31 a 50 anos 56
51 a 70 anos 56
> 70 anos 56
Mulheres
9 a 13 anos 34
14 a 18 anos 46
19 a 30 anos 46
31 a 50 anos 46
51 a 70 anos 46
> 70 anos 46

(INSTITUTE OF MEDICINE, 2005).

Segundo Dunford (2012), um dos maiores riscos em administrar uma
alimentacdo com teores de proteina acima do recomendado estd em
desconsiderar a necessidade de carboidratos e lipidios, gerando um possivel
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déficit nutricional, o que também prejudica o desempenho nos treinamentos e

na hipertrofia muscular.

Assim, é possivel afirmar que o conteudo de proteina da dieta é
essencial para hipertrofia muscular e esta necessidade pode ser suprida por
uma alimentacao equilibrada e adequada ao individuo. A suplementagdo pode
ser uma opc¢ao quando certificada a impossibilidade de suprir a necessidade
proteica pela alimentacdo, uma vez que o0s aminoacidos disponiveis
possibilitam a sintese de proteina miofibrilar (ZAMBAO, ROCCO E HEYDE,
2015).

Sendo assim, esse estudo é justificado pela necessidade da
determinacao da expressao génica de proteinas relacionadas com a sintese e
degradacao proteica em funcao de doses supra fisioldégicas de Whey Proteins.

Diante disso, as hipdéteses do presente estudo sao, a hipbtese
alternativa, de que a suplementacado com proteinas do soro do leite é capaz de
promover alteracdo na expressao génica de MTOR, MURF-1 e MAFBx ou a
ndo alteracdo da expressdo génica (hipétese nula) dessas proteinas
relacionadas a sintese e a degradacgéao proteica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A hipertrofia muscular crénica € um processo adaptativo resultante da
replicagdo das miofibrilas em paralelo dentro das fibras musculares ja
existentes, também é entendida como o balanco positivo entre a sintese e a
degradacao proteica, realizado pela coordenacédo integrada de vias de
sinalizacdo intracelular. Nesse sentido, a taxa de sintese de proteinas é
mediada pela ativacdo de uma rede celular de vias de sinalizagdo que envolve
a rapamicina em mamiferos (MTOR), ilustrada na figura 1, sendo uma central
de serina/treonina-quinase que integra varios sinais diferentes que regulam a
traducao de acido ribonucleico mensageiro (LAPLANTE E SABATINI, 2012).

o
)

Figura 1: llustracao da proteina MTOR (https://cansar.icr.ac.uk/).

Em linha, a atividade da via MTOR, conforme podemos observar na figura
2, pode ser melhorada pelo consumo de aminoacidos e proteinas,
especialmente aqueles com alto teor de leucina (LUO, CHEN E YU, 2013).
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Figura 2: Atuagao da via MTOR (MCIVER, WYCHERLEY E CLIFTON, 2012).

Portanto, a proteina de soro de leite merece atencao especial, pois esta
presente em uma variedade de alimentos especiais para praticantes de
atividade fisica e para atletas, e varios beneficios, conforme podemos observar
na figura 3, das Whey Proteins ja foram relatados (AOlI E COLABORADORES,
2011).
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Figura 3: Beneficios das Whey Proteins (KRISSANSEN, 2007).

A degradacdo da proteina muscular é mediada primariamente (entre
80% e 90%) pelo sistema ubiquitina proteassoma conforme podemos observar
na figura 4, que inclui trés componentes que participam em reacbes de
transferéncia de ubiquitina: ubiquitina ativadora da enzima (E1), a conjugagéo
de ubiquitina-enzima (E2), e as ligases de ubiquitina (E3) (BONDINE E
COLABORADORES, 2001; ROM E REZNICK, 2016).
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Figura 4: Atuacao do sistema Ubiquitina-Proteassoma (RAMOS, 2005).

Das ligases de ubiquitina, especialmente a MAFBX e a MURF-1,
representadas nas figuras 5 e 6, respectivamente, sdo enzimas chave
mediando a perda de proteina muscular e estdo presentes em numerosas
condicbes catabolicas (MALLINSON E MURTON, 2013; FOLETTA E
COLABORADORES, 2011).
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Figura 5: llustragao da proteina MAFBX (https://cansar.icr.ac.uk/).

Figura 6: llustragéo da proteina MURF-1 (https://cansar.icr.ac.uk/).

Diante do exposto, a expressao génica € o mecanismo pelo qual a
informacao contida em um gene é utilizada para sintetizar acidos ribonucleicos
ou proteinas (ALBERTS E COLABORADORES, 2006; KARP, 2005).

Desse modo, a biossintese de novas unidades contrateis ocorre por
processos conhecidos e estudados de fluxo de informacédo génica, que se
iniciam com a transcricdo, que envolve o0s processos de replicagao,
manutencdo e rearranjos do Acido Desoxirribonucleico, sintese e
processamento do Acido Ribonucleico e culminando com a traducdo, que
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envolve processos como a sintese, processamento e regulagdo proteica
(CRYSTAL, 1995; DONI-KELLER E COLABORADORES, 1987).

Dentre as vias de sinalizacdo necessarias para a sintese de proteina
muscular, esta a Proteina Quinase B que promove o inicio da tradugao. Essa
proteina esté relacionada com a fosforilagdo da cascata enzimatica da proteina
quinase reconhecida como Alvo da Rapamicina em Mamiferos (MTOR), que
por sua vez é mediadora das fases de transcricdo génica, sintese proteica e
proliferacao celular (VILLANUEVA, HE E SCHROEDER, 2014; FARNFIELD E
COLABORADORES, 2009; FERNANDES E COLABORADORES, 2008).

De maneira complementar, o “turnover” de proteinas é um processo no
qual todas as proteinas intracelulares e muitas proteinas extracelulares devem
ser hidrolisadas a aminoacidos que as constituem e, posteriormente,
substituidas através da sintese de proteica. De forma antagbnica, porém
sinérgica, as células dos mamiferos possuem alguns sistemas proteoliticos
responsaveis pelo processo de degradagdo proteica, além disso, também
possuem diversos mecanismos regulatorios que garantem a alta seletividade
da protedlise, de modo a prevenir a degradacdo excessiva dos constituintes
celulares (LECKER E COLABORADORES, 1999).

Dessa forma, a via de protedlise medida pelo proteassoma é
reconhecida por atuar de forma importante no processo atrofico, atuando
diretamente no tecido muscular. Para que ocorra a degradacao de proteinas
via proteassoma, é necessario que ocorra a ligacao entre a proteina-substrato
e um peptideo de 76 aminoacidos conhecido como ubiquitina. Dessa maneira,
0 processo de ubiquitinagao ocorre em 3 etapas e envolve 3 enzimas chave: as
enzimas ativadoras da ubiquitina (E1), as enzimas carreadoras da ubiquitina
ativada (E2) e as ligases de ubiquitina (E3). As E3 s&o responsaveis pela
especificidade da ubiquitinacdo, reconhecendo a proteina-substrato e
transferindo o conjugado ubiquitina para residuos de lisina dessa proteina. A
proteina marcada é reconhecida e degradada no complexo 26S do
proteassoma (GOMES E COLABORADORES, 2001; HERSHKO E
CIECHANOVER, 1998).
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2.1 Expressao Génica

2.1.1 Expressao Génica em Modelos de Suplementacao de Aminoacidos

Na investigacdo de Lomonosova e colaboradores (2014), com duragao
de 48 horas, com 4 grupos experimentais contendo 14 ratos Wistar cada,
machos, com idade de 3 meses, com massa corporal entre 254 e 276 gramas,
organizados em grupo controle (mantidas as condi¢cdes de controle); grupo
exercicio (submetidos ao treinamento aerdbio declinado excéntrico); grupo
exercicio 90 (submetidos ao treinamento aerdbio declinado excéntrico; e
suplementacao de arginina a 90 mg/kg/dia) e grupo exercicio 500 (submetidos
ao treinamento aerobio declinado excéntrico e suplementacdo de arginina a
500 mg/kg/dia). Foi relatado que a expressao génica de MAFBx e MURF-1 foi
reduzida em funcdo da suplementacdo com arginina (embora o autor nao

apresente o valor de “p” encontrado no teste estatistico).

Em adigdo, no trabalho desenvolvido por Lambertucci e colaboradores
(2012), com duragcdo de 15 dias, realizado com 4 grupos experimentais,
contendo 6 ratos Wistar cada, machos, distribuidos no seguinte formato: grupo
controle (mantidas as condi¢ées de controle); grupo glutamina (1g/kg); grupo
diabetes (mantidas as condi¢cdes de controle); e grupo diabetes com glutamina
(1g/kg), observou-se que, em relacao a expressao génica de MTOR, nao houve

alteracao entre os grupos experimentais.

No que se refere a expressao génica de MAFBX, ndo houve alteracao
entre 0s grupos, entretanto, a expressdo génica foi aumentada (o autor ndo

apresenta o valor de “p” encontrado no teste estatistico) pela indugdo de
diabetes, sendo reduzida pela suplementacao de glutamina.

Em linha, na pesquisa de Lomonosova e colaboradores (2011), com
duracao de 14 dias, com 3 grupos experimentais contendo 14 ratos Wistar
cada, machos, com idade de 10 semanas, com peso corporal de
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aproximadamente 220 gramas, distribuidos em grupo controle (mantidas as
condi¢cdes de controle); grupo suspenso (membros posteriores suspensos); e
grupo suspenso suplementado (membros posteriores suspensos e a
administracdo de L-arginina 500 mg/kg com agua). Foi relatado aumento na
expressao génica de MURF-1 e MAFBX, no grupo suspenso, em comparagao

[{el)

com o grupo controle (embora o autor ndo apresente o valor de “p” encontrado
no teste estatistico). Em contraste, ndo houve diferenca na expressao génica

entre 0 grupo suspenso suplementado e o grupo controle.

Desse modo, com a apresentacao dos estudos experimentais € possivel
propor que a suplementacao de aminoacidos € capaz de regular negativamente
a expressao génica de proteinas relacionadas a atrofia muscular, contribuindo
assim para a diminui¢do da perda de tecido muscular e a manutengao de suas

funcoes.

2.1.2 Expressao Génica em Modelos de Suplementacao de Proteinas

No trabalho de Mobley e colaboradores (2015), com duracdo de 180
minutos, com 4 grupos experimentais contendo de 8 a 13 animais cada,
machos, (o autor ndo informou a idade), com massa corporal de 250 gramas,
organizados em grupo controle (tratado com 1 ml de agua); grupo acido
fosfatidico (tratado com 0,029 gramas de acido fosfatidico); grupo Whey
(tratado com 0,193 gramas de Whey Proteins concentrado); e grupo Whey +
acido fosfatidico (tratado com 0,193 gramas de Whey Proteins concentrado e
com 0,029 gramas de acido fosfatidico). Foi relatado que houve um aumento
de 2,3 vezes na expressao génica de MURF-1 no grupo Whey + acido
fosfatidico em comparacdo com o controle (embora o autor ndo apresente o

valor de “p” encontrado no teste estatistico), no entanto, a expressao génica de

MAFBx foi semelhante em ambos os grupos.

Em linha, na pesquisa realizada por Haraguchi e colaboradores (2015),
com duracao de 8 semanas, realizada com 4 grupos experimentais contendo 8
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animais cada, machos, com idade de 60 dias, massa corporal de
aproximadamente 110 gramas, divididos da seguinte forma: grupo controle
sedentario (racao padrao a base de caseina); grupo controle exercicio (racao
padrao a base de caseina); grupo Whey Proteins sedentario (racdo com Whey
Proteins em substituicdo a caseina); e grupo Whey Proteins exercicio (racéo
com Whey Proteins em substituicdo a caseina). Foi observado que, em relacao
a expressao génica de MTOR, que o grupo Whey Proteins exercicio
apresentou valores semelhantes aos grupos controle sedentario e Whey
Proteins sedentario, no entanto apresentou diferenca significativa em relacao

ao controle exercicio (p=0,005).

Em relagcdo a expressao génica de MURF-1, houve uma diminuicao
significativa nos grupos de exercicio em relagdo aos grupos sedentarios
(p<0,001), no que se refere a expressédo génica de MAFBx, houve diminui¢ao
significativa nos grupos Whey Proteins, na presenga ou auséncia do exercicio
de resisténcia (p=0,008).

Na experimentagéo realizada por Mobley e colaboradores (2015), com
duracédo de 180 minutos, realizada com 5 grupos experimentais contendo de 6
a 14 animais, machos, com idade entre 8 e 9 semanas, com massa corporal de
250 gramas, organizados da seguinte forma: grupo controle (mantidas as
condi¢des de controle); grupo WPC (suplementado com 0,19g de proteina do
soro do leite concentrada); grupo 70W/30E (suplementado com 0,19g de
proteina, sendo 70% de proteina do soro do leite concentrada e 30%
albumina); grupo 50W/50E (suplementado com 0,199 de proteina, sendo 50%
de proteina do soro do leite concentrada e 50% albumina); e grupo 30W/70E
(suplementado com 0,19¢g de proteina, sendo 30% de proteina do soro do leite
concentrada e 70% albumina). Foi relatado que, em expressao génica de
MAFBx, ndo houve alteragdo nos 90 minutos iniciais em todos os grupos, mas
aumentou no grupo 70W/30E em comparagdo ao controle (p=0,049) 180

minutos apo6s a suplementacao.

Ja em relacdo a expressdao de MURF-1, foi relatado que nao houve

alteracdao nos 90 minutos iniciais em todos os grupos, mas aumentou Nnos
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grupos WPC e 70W/30E em comparagdo ao controle (p=0,020 e p=0,032,
respectivamente) 180 minutos apds a suplementacgao.

Na pesquisa realizada por Batistela e colaboradores (2014), com
duracao de 15 dias, realizada com 2 grupos experimentais contendo 7 animais
cada, machos, com idade entre 30 dias, com massa corporal de 95 gramas,
organizados da seguinte forma: grupo controle (recebeu dieta contendo 63% de
carboidratos e 17% de proteinas); e grupo LPHC (recebeu dieta contendo 74%
de carboidrato e 6% de proteina). Foi relatado que a expressdao génica de
MURF-1 e MAFBx foi reduzida em 57% e 34%, respectivamente, nos animais

do grupo LPHC (embora os autores ndo apresentem o valor do “p” encontrado

no teste estatistico).

Corroborando, Abe e colaboradores (2013), um seu estudo com duracéo
de 4 dias, com grupos experimentais contendo 5 animais cada, (o autor nao
informa o sexo), com idade de 6 semanas, com excisao de 10mm do nervo
ciatico da perna direita organizados em grupo controle (dieta contendo 20% de
caseina); grupo soja (dieta contendo 20% de proteina isolada da soja), grupo
glicina de soja (dieta contendo 20% de glicinina); e grupo caseina com glicina
(dieta contendo 10% de caseina e 10% de glicinina de soja), avaliados em 1, 3,
32 ou 4 dias apds a operagdo. Foi relatado que a expressao induzida por
desnervagdo de MURF-1 e MAFBx foi anulada no grupo glicina de soja em

comparagdo com controle (embora o autor ndo apresente o valor de “p

encontrado no teste estatistico).

Em contraste, na investigagdo de Luo e colaboradores (2010), com
duracdo de 14 dias, com 3 grupos experimentais com 10 animais cada,
machos, (o autor ndo informou a idade), com massa corporal de 62,55 gramas,
agrupados em grupo caseina (submetido ao consumo controlado de racdo a
base de caseina); grupo soja (submetido ao consumo controlado de racdo a
base de proteina isolada da soja); e grupo zeina (submetido ao consumo
controlado de racao a base de proteina do milho). Foi relatado que a expressao
génica de MTOR aumentou no grupo zeina (embora o autor ndo apresente o

valor de “p” encontrado no teste estatistico).
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Em relacdo a expressao génica de MURF-1, houve aumento significativo
de aproximadamente 8 vezes no grupo zeina em comparagdo com O grupo

caseina e o grupo soja (p=0,003).

Em linha, a expressdo génica de MAFBx foi 4 vezes maior no grupo
zeina em comparagdo com O grupo caseina e o grupo soja (embora o autor

[T L}

nao apresente o valor de “p” encontrado no teste estatistico).

Diante disso, com os 6 estudos apresentados, compreende-se que a
suplementacao de proteinas tem papel de destaque no metabolismo muscular
e atua de forma direta na expressdo génica de proteinas musculares
relacionadas com a degradacao muscular, com regulacdo positiva e negativa

dessas vias, a depender do protocolo utilizado.

Desse modo, isso é justificado pela maior rotacdo de proteinas
musculares, ou seja, aumento da sintese proteica muscular em paralelo com o
aumento das taxas de degradagdo, ao invés do aumento isolado dos
mecanismos atroficos, contribuindo, portanto, para a diminuicdo da perda de

tecido muscular e a manutencao de suas fungodes.

2.2 Musculo Gastrocnémio

O musculo esquelético é o tecido mais abundante entre os vertebrados.
O tecido muscular adulto € composto por células alongadas e multinucleadas,
tendo de 10 a 100 micrémetros de didmetro, que alcangam varios centimetros
de comprimento, com nucleos localizados na periferia, junto a membrana
plasmatica. Seu citoplasma € preenchido pelas miofibrilas, que séo filamentos
proteicos dispostos de forma longitudinal. As miofibrilas sdo formadas
principalmente pelas proteinas actina e miosina, que conferem capacidade
contratil ao musculo esquelético (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Dentre as principais caracteristicas do musculo esquelético adulto
destaca-se a sua capacidade adaptativa, que é referente ao seu potencial de
regeneracao e alteracdo de massa em funcdo de alteracdes na demanda
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mecanica, podendo ocasionar atrofia ou hipertrofia do tecido (KUANG,
GILLESPIE E RUDNICKI, 2008).

Dessa forma, para que ocorra o adequado remodelamento do tecido
esquelético, sdo necessarias a destruicdo e a sintese das proteinas que
compde o tecido a ser regenerado (BELL, AL-KHALAF E MEGENEY, 2016).

Devido a isso, o musculo esquelético é reconhecido como uma estrutura
geradora de forga do corpo, sendo constantemente desafiada por diferentes
tipos de estresse, como o calor, 0 estresse oxidativo e o estresse mecanico.

Dentre eles, o musculo gastrocnémio é o mais superficial e € um dos
maiores musculos localizados no compartimento posterior da perna, sendo
originado em duas cabegas, uma lateral e a outra medial. A sua origem ocorre
na superficie posterior distal do fémur logo (cabeca medial) e na superficie
postero-lateral superior do condilo lateral do fémur (cabeca lateral). A sua
insercdo ocorre via tenddo do calcaneo para a tuberosidade do calcéneo.
Sendo a sua principal funcdo a flexdo plantar do pé e flexdo do joelho
(PAULSEN E WASCHKE, 2012; DRAKE, VOGL E MITCHELL, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Verificar o efeito da suplementacao de diferentes doses de Whey
Proteins durante 12 semanas na expressdao génica de MTOR, MURF-1 e

MAFBx e na alteracdo do diametro celular do musculo gastrocnémio.

3.2 ESPECIFICOS

Quantificar e analisar a expressao génica de MTOR em doses de 2, 4,

6g/kg/dia de Whey Proteins durante 12 semanas;

Quantificar e analisar expressao génica de MURF-1 em doses de 2, 4,

6g/kg/dia de Whey Proteins durante 12 semanas;

Quantificar e analisar expressao génica de MAFBx em doses de 2, 4,
6g/kg/dia de Whey Proteins durante 12 semanas;

Mensurar e analisar o consumo semanal de ragcdo em doses de 2, 4,
6g/kg/dia de Whey Proteins durante 12 semanas;

Mensurar e analisar a alteragdo de peso semanal em doses de 2, 4,
6g/kg/dia de Whey Proteins durante 12 semanas;

Mensurar e analisar a massa e a area das células do musculo

gastrocnémio nas doses de 2, 4, 6g/kg/dia de Whey Proteins ap6s 12 semanas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos

Os ensaios biol6gicos foram de acordo com as recomendacbes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA,
2012). O projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA, da Universidade Federal do Maranhdo - UFMA, obtendo
aprovacao sob o numero de registro: 23115.014424/2015-54 (ANEXO 1),
estando assim de acordo com os padrbes legais para uso de animais em
procedimentos de ensino e/ou pesquisa, conforme Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008.

4.2 Tipo de Estudo

No presente estudo foi adotado delineamento de pesquisa experimental,
em um ensaio pré-clinico com grupos controlados e randomizados, divididos de
acordo com o recebimento de suplementagdo: (C) ndo suplementado
(controle); (W2) suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; (W4)
suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; e (W6) suplementado com
6g/kg/dia de Whey Proteins.
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4.3 Desenho Experimental

Bonirole Suplementado Suplementado Suplementado
Sedentario ey e Whey
2g/kg/dia 4g/kg/dia 6g/kg/dia

3 sessdes de gavagem diarias com volume de 5ml contendo agua ou
solucéo de Whey Proteins corrigida para o peso do animal.

Concentragao comum de 0,189g/ml do produto (H.I Whey: Essencial
Nutrition®), que corresponde a 0,166g/ml de Whey Proteins.

Figura 7: Distribuicao dos grupos experimentais e protocolo de suplementagéo

Adaptacao aos -
proc%di?nentos Protocolo de Eutangsla 24h
experimentais Suplementagao N apos o0s

y

5 rocedimentos
(contengao e y diariamente 4 PIDSE .
gavagem) ( ) v experimentais

Figura 8: Organizacao temporal do protocolo experimental
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4.4 Periodo e Local de Estudo

A presente pesquisa ocorreu durante 14 semanas, no interior do biotério
setorial do prédio de Pés-Graduacdo em Ciéncias Biologicas e da Saude,
localizado na Cidade Universitaria Don Delgado, no Campus Bacanga, da
Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

4.5 Amostra/Amostragem

O presente estudo foi realizado com 38 Rattus novergicus machos da
linhagem Wistar com idade inicial de 60 dias e massa corporal entre 218 e 323
gramas, procedentes do Biotério da Universidade Federal do Maranhdo -
UFMA.

Os animais permaneceram sob condigdes higiénicas em gaiolas
coletivas, mantidos em um laboratério climatizado com controle de temperatura
entre 24°C a 28°C, e sob ciclo alternado de claro/escuro de 12 horas. Foram
alimentados com racao balanceada padrao para roedores (NuvilabCR-1®) e
agua ad libitum, o quadro 1 descreve a sua composi¢ao nutricional.

Quadro 1: Composicao Nutricional da Racao para Animais de Laboratério
Nuvilab CR-1.

Informac&o Nutricional
Quantidade por porcao (1 quilo)
Nutriente Referéncia/Kg
Umidade 120 gramas
Proteina Bruta 220 gramas
Extrato Etéreo 40 gramas
Material Mineral 90 gramas
Fibra Bruta 70 gramas
Célcio 10 a 14 gramas
Fosforo 8 gramas

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos conforme

descricao a segquir:
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A - Grupo Controle (C): tratado com agua pelo método gavagem, n=10;

B - Grupo suplementado (W2): suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins

pelo método de gavagem, n=11;

C - Grupo suplementado (W4): suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins

pelo método de gavagem, n=10;

D - Grupo suplementado (W6): suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins

pelo método de gavagem, n=7;

Os animais de cada grupo foram diferenciados através da marcacgéo de

tracos na cauda com violeta genciana.

4.6 Instrumento de Coleta e Avaliacao de Dados

4.6.1 Suplementacao

A suplementacdo com Whey Proteins seguiu as dosagens 2, 4 e 6
g/kg/dia dissolvido em agua, tendo concentragdo comum de 0,189g/mL do
Suplemento (H.I Whey: Essencial Nutrition®), que corresponde a 0,166g/mL de
proteinas do soro do leite. A suplementacao foi realizada por meio de agulha
de gavagem, durante 12 semanas, diariamente, trés vezes ao dia, em doses de
5ml, com uma hora de intervalo entre cada gavagem. O grupo controle recebeu
agua filtrada na mesma frequéncia e volume dos grupos de intervencao. Os
quadros 2 e 3 apresentam o conteddo nutricional e o0 aminograma do presente

suplemento e laudos sobre a qualidade do suplemento no anexo Il.
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Quadro 2: Composicao Nutricional da Proteina do Soro do Leite H.l Whey

Protein.
Informac&o Nutricional
Quantidade por porcao (25 gramas)

Nutriente Gramatura Valor diario (%)
Carboidratos 0 gramas 0%
Proteinas 22 gramas 29%
Gorduras totais 0 gramas 0%
Fibra alimentar 0 gramas 0%
Sodio 79 miligramas 3%
Célcio 118 miligramas 12%
Fosforo 63 miligramas 9%
Magnésio 22 miligramas 8%

Quadro 3: Aminograma da Proteina do Soro do Leite H.| Whey Protein.

Aminograma

Quantidade por porcéo (25 gramas)

Aminoacidos Gramatura
Acido aspartico 2,6 gramas
Acido glutadmico 3,7 gramas

Alanina 1,2 gramas
Arginina 0,5 gramas
Cistina 0,6 gramas
Fenilalanina 0,7 gramas
Glicina 0,4 gramas
Histidina 0,3 gramas
Isoleucina 1,5 gramas
Leucina 2,3 gramas
Lisina 2,2 gramas
Metionina 0,5 gramas
Prolina 1,4 gramas
Serina 1,1 gramas
Tirosina 0,6 gramas
Treonina 1,7 gramas
Triptofano 0,3 gramas
Valina 1,3 gramas

A massa corporal

dos animais foi

avaliada semanalmente para

readequacdo da dosagem do suplemento de Whey Proteins com auxilio da

balanca de precisdo da marca Weblaborsp® 5,200 gramas, com precisdao de

0,1 grama.
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4.6.2 Obtencao de Material Biolégico

Apdbs 24 horas dos procedimentos experimentais finais e com 12 horas
de privagcado de alimentos, os animais foram eutanasiados por sobrecarga de
cetamina/xilazina (75:10 mg/kg) (LEARY E COLABORADORES, 2013; NEVES
E COLABORADORES, 2013).

A partir desse momento, a obtengdo do tecido muscular seguiu a
recomendacgao de Xia e colaboradores (2016). A porgcéo superficial (branca) do
musculo gastrocnémico da perna direita foi separada, pesada em balanga
digital modelo AD-200 da marca Marte, com precisao de 0,001 grama e
imediatamente conservada na solucao RNA Latter, em seguida a amostra do
musculo foi armazenada a -80°C para posterior analise de reacéo de cadeia de
polimerase em tempo real. O musculo gastrocnémio da perna esquerda foi
destinado para as analises histoldgicas.

4.6.3 Avaliacao da Expressao Génica

Para o isolamento da molécula do Acido Ribonucleico total, utilizou-se o
Kit ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System da Promega®, seguindo o
seguinte protocolo:

1) Apds a retirada do tecido da refrigeracdo a -80°C, as amostras de
trabalho foram cortadas e pesadas (20 mg) e armazenadas em um tubo
estéril;

2) Para cada amostra foram adicionados 500 ul da solugéo de tampéao LBA
e TG Buffer, acrescidos de 500 ul do tampado de extracdo de RNA
(RDB), em seguida, incubou-se por um 1 minuto a temperatura
ambiente;

3) Apdés a incubagédo, utilizou-se um homogeneizador de tecidos para
facilitar a reacao, em seguida, o material foi centrifugado por 3 minutos a

10.000 rpm para a retirada dos debris insoluveis;
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ApGs esse processo, o lisado foi transferido para um novo tudo estéril,
tomando cuidado para que nao fosse transferido nenhum debri. Em
seguida, foram adicionados 340 pl de isopropanol;

Em seguida, preparou-se o conjunto de 1 coluna (ReliaPrep™
Minicolumn), 2 tubos coletores e 1 tubo de eluicdo para cada amostra.
Em sequéncia, foram adicionados até 700 ul do lisado para a
ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugou-se por 1 minuto a 12.000 rpm.
Repetiu-se essa etapa em funcéao do volume do lisado, descartando-se o
volume residual entre cada etapa;

ApGs esse processo, foram adicionados 500 pl de RNA Wash Solution a
ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugou-se por 30 segundos a 12.000 rpm,
em seguida descartou-se o0 volume residual e armazenou-se a
ReliaPrep™ Minicolumn em um rack refrigerado;

Em sequéncia, preparou-se o mix de incubacdo de DNase [, ao
combinar-se, nessa ordem, 24 ul do Buffer de nucleo amarelo, 3 ul de
Cloreto de Manganés (MnCl2) a 0,09 Molar e 3 pl enzima DNase | para
cada reacado. Em seguida, foram aplicados 30 ul do mix diretamente a
membrana da ReliaPrep™ Minicolumn e incubou-se por 15 minutos a
temperatura ambiente;

Apoés a incubacao, foram adicionados 200 pl da Column Wash Solution a
ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugou-se por 15 segundos a a 12.000
rom. Em seguida, foram adicionados 500 pl de RNA Wash Solution a
ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugou-se por 30 segundos a 12.000 rpm.
Ao final desse processo, descartou-se o tubo coletor e colocou-se a
ReliaPrep™ Minicolumn em um novo tubo coletor;

Em sequéncia, adicionou-se 300 pl de RNA Wash Solution a

ReliaPrep™ Minicolumn e centrifugou-se por 2 minutos a 12.000 rpm;

10) Apés essa etapa, descartou-se o0 tubo coletor e encaixou-se a

ReliaPrep™ Minicolumn em um tubo de eluicdo. Em seguida, adicionou-
se 30 pyl de Nuclease Free Water a ReliaPrep™ Minicolumn e
centrifugou-se por 1 minutos 12.000 rpm;

11) Por fim, descartou-se a ReliaPrep™ Minicolumn, tampou-se o tubo de

eluicdo contendo o RNA purificado e armazenou-se em refrigeracao a -
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80°C para posterior conversio em Acido Desoxirribonucleico

Complementar.

Para a reagdo de transcriptase reversa utilizou-se o Kit SuperScript® IV

First-Strand Synthesis System da Thermo Fisher Scientific®, seguindo o

seguinte protocolo:

1)

2)

Inicialmente, o tampao 5x SSIV Buffer foi pré-aquecido a temperatura
ambiente e reservado para utilizacao posterior;

Em seguida, preparou-se o mix de anelamento, ao combinar-se, nessa
ordem, 1 ul de Random hexamers, 1 pl de dNTP mix a 10 mM, 13 ul de
DEPC — agua tratada e 11 pl de RNA purificado para cada amostra;
ApGs essa etapa, aqueceu-se o0 mix por 5 minutos a 65°C e, em seguida,
incubou-se no gelo por pelo menos 1 minuto;

Em seguida, preparou-se o mix de transcricdo reversa, ao combinar-se,
nessa ordem, 4 ul do tampao 5x SSIV Buffer, 1 ul de DTT a 100 mM, 1
il de inibidor de ribonuclease e 1 pl da SuperScript™ IV Reverse
Transcriptase (200 U/ul) para cada amostra;

ApGs essa etapa, adicionou-se 7 ul do mix de transcricao reversa para
cada amostra ao mix de anelamento, em incubou-se a reag¢do por 10
minutos a 23°C, por 10 minutos a 55°C e por 10 minutos a 80°C. Em
seguida armazenou-se o Acido Desoxirribonucleico Complementar em

refrigeracao a - 20°C.

Para a Reacao de Cadeia de Polimerase em tempo real utilizou-se o Kit

Power SYBR Green Master Mix da Thermo Fisher Scientific®, seguindo o

seguinte protocolo:

1) Inicialmente, para a reacao de cadeia de polimerase, preparou-se 0 mix

Power Syber Green, ao combinar-se, nessa ordem, 6 pl de Power Syber
Green, 0,4 pl do primer F, 0,4 ul do primer R e 4,5 ul de agua ultrapura

para cada gene alvo;

2) Apbs essa etapa, homogeneizou-se e distribuiu-se 11 pul do mix em cada

poco da placa, de acordo com o numero de reacoes;

3) Em seguida, acrescentou-se 1 pl de Acido Desoxirribonucleico

Complementar das amostras em cada po¢co da placa, apds esse
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processo, vedou-se a placa. Em ocasides onde houve formacdo de
bolhas na placa, utilizou-se o spin. Apos preparagao previa, colocou-se a
placa no aparelho StepOne e iniciou-se a reacao;

4) Utilizou-se a seguinte ciclagem: 95°C por 15 minutos, seguido de 40
ciclos de 94°C a 15 segundos, 55°C a 30 segundos e 72°C a 30

segundos.

A Reagado em Cadeia de Polimerase em tempo real foi realizada no
Sistema de Deteccao de Sequéncia StepOne para os seguintes primers:

e MTOR rato forward, 5- CAGGACGAGCGAGTGAT -3', e reverse, 5'-
CGAGTTGGTGGACAGAGG -3

e MURF-1 rato forward, 5'- AGTCGCAGTTTCGAAGCAAT -3', e reverse,
5'- AACGACCTCCAGACATGGAC -3

e MAFBx rato forward, 5- CTACGATGTTGCAGCCAAGA -3', e reverse, 5'-
GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC -3

e GAPDH rato forward, 5'- ACGGCAAGTTCAACGGCACAGTCAA -3, e
reverse, 5'- GCTTTCCAGAGGGGCCATCCACA -3..

Os primers foram obtidos a partir de sequencias génicas de Rattus
Novergicus depositadas no GenBank, a similaridade foi calculada usando o
programa BLAST Prime - http://ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/ - e todas as
amostras foram realizadas em duplicata. O GAPDH foi utilizado como controle

enddgeno.

4.6.4 Analises Histologicas

Os procedimentos histologicos foram realizados conforme preconiza

Caputo, Gitirana e Manso (2010) e descritos a seguir.

Para a fixacdo, 0 musculo gastrocnémio foi embebido em formaldeido a

10% por 24 horas e posteriormente em alcool etilico por 7 dias.

Em seguida, o musculo foi seco com papel filtro e, com auxilio de um
paquimetro cientifico da marca Messen®, com graduacao de 0,01 mm, com
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amplitude entre 0 a 150 mm, realizou-se a mensuracao de uma extremidade a
outra e realizou-se uma secgao transversal no ponto médio, em seguida
realizaram-se duas secc¢des transversais de 2-3mm, um a esquerda e outro a

direita.

Apos realizados os procedimentos de corte e mensuragcdo do musculo
gastrocnémio, as amostras foram armazenadas em cassetes histoldgicos e
identificadas. Seu processamento foi realizado no processador automatico de
tecidos para histologia da marca Luptec, iniciando com a desidratagcdo com
alcool etilico em concentragdes crescentes, variando de alcool 70% a absoluto,
seguido de clarificagdo com xilol e posterior impregnagéo em parafina.

Em seguida foram realizados cortes de 4 um de espessura em
microtomo rotativo de parafina da marca YIDI. Os cortes foram corados com
hematoxilina e ensina e montados para posterior analise histolégica e
descricao e avaliacdo da dimensao das fibras musculares.

A mensuragcdo das células musculares foi realizada conforme o
preconizado por Bodine e colabores (2012) e ilustrada na figura 9, onde foram
analisadas e mensuradas 150 células para cada amostra, com o auxilio de
microscopio Optico biologico trinocular da marca ANATOMIC, no aumento de
40 vezes, obtendo-se a area celular em micrometros quadrados (um?2). As

imagens foram analisadas usando o programa AxioVision, versdo 4.9.1.

Figura 9: Mensuragao de area celular do musculo gastrocnémio



46

4.6.5 Processamento e Tratamento Estatistico

As variaveis descritas nos objetivos especificos na pagina 64 foram
testadas quanto a distribuicdo normal utilizando o teste de Shapiro-Wilk (p>
0,05). Os dados quantitativos da expressao génica, do consumo de ragéo, da
massa corporal do musculo gastrocnémio e da area celular do musculo
gastrocnémio foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias para medidas
repetidas; a variavel de classificacdo foi a interacdo entre a dieta e
suplementacao (C, W2, W4, W6). O pds-teste de Tukey foi utilizado para
determinar as diferencas estatisticas entre os grupos (C, W2, W4, We6). O
software utilizado para as analises foi o GraphPad Prism 7.
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5 RESULTADOS

A seguir, sdo apresentados os resultados para as variaveis de consumo
de ragédo, consumo de Whey Proteins, alteracdo da massa corporal total e
relativa, alteracao da massa muscular total e relativa do masculo gastrocnémio,
expressao génica de MTOR, MURF-1 e MAFBx e dados referentes a histologia

celular do musculo gastrocnémio.
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Quadro 4: Média de consumo em gramas de ragao por semana dos grupos.

Semanas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2610 | 269,2 | 270,6 | 273,6 | 282,5 288 2927 | 2799 | 278,7 278,7 263.,6 260,1

C(n=10) +11,55 | £11,77 | £14,46 | £17,79 | +12,54 | +17,68 | +14,21 | 14,21 | +9,18 +16,2 +17,76 +13,58

(1%) (1%) (7%) (6,7%)

W2(n=11) 296,2 | 3104 | 307,1 | 311,9 | 321,8 | 319,2 | 326,8 | 321,6 | 321,3 318,2 304,1 2911

- 22,84 | £14,4 | 22,45 | £22,74 | £10,29 | +15,18 | £14,36 | +22,39 | +34,87 | +12,79 +20,89 +12,15

2476 | 250,8 | 253,8 | 263,1 267,7 | 259,2 | 242,8 | 237,9 | 239,7 223.6 218.,1 203,2

W4(n=10) | +13,43 | +13,9 | +18,51 | +10,45 | +14,86 | +9,26 | £15,18 | +12,27 | £7,07 | +16,91 +12,69 +13,88
(5%) (4,5%) (5%) (2,3,4,5,6%) (1,2,3,4,5,6,7%) (1,2,3,4,5,6,7,8,9%)

166,4 | 173,4 | 1789 | 174,7 | 169,9 | 163,6 | 161,9 | 1599 | 1522 144.9 140,0 118,7

W6(n=7) +8,70 | +16,21 | +7,60 | +6,32 | +6,86 | +9,58 | +8,46 | +6,45 | +9,84 +8,46 +10,65 +16,95
(3%) (2,3,4%*) (1,2,3,4,5,6%) | (1,2,3,4,5,6,7,8*%) | (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11%)

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado com
6g/kg/dia de Whey Proteins. Dados apresentados em média+desvio padrdo. * p<0,05 comparado com a semana entre parénteses.



Quadro 5: Comparacdo da média de consumo semanal de racdo em 12 semanas no grupo controle (n=10).
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S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

S1 - 0,9962 | 0,9863 | 0,9042 | 0,2396 | 0,0476 | 0,0081 | 0,4245 | 0,5300 | 0,5312 | >0,9999 | >0,9999
S2 - - >0,9999 | >0,9999 | 0,8693 | 0,4410 | 0,1414 | 0,9676 | 0,9872 | 0,9874 | 0,9999 | 0,9909
S3 - - - >0,9999 | 0,9325 | 0,5586 | 0,2057 | 0,9885 | 0,9965 | 0,9965 | 0,9991 | 0,9731
S4 - - - - 0,9924 | 0,8069 | 0,4140 | 0,9996 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9803 | 0,8579
S5 - - - - - >0,9999 | 0,9781 |>0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,4257 | 0,1908
S6 - - - - - - >0,9999 | 0,9969 | 0,9896 | 0,9895 | 0,1099 | 0,0350
S7 - - - - - - - 0,8981 | 0,8279 | 0,8270 | 0,0221 | 0,0057
S8 - - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,6479 | 0,3547
S9 - - - - - - - - - >0,9999 | 0,7496 | 0,4541
S10 - - - - - - - - - - 0,7507 | 0,4553
S11 - - - - - - - - - - - >0,9999
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p=0,0008); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. # p<0,05 comparado com a semana 7. NS p>0,05.

Figura 10: Alteracdo de consumo de racéao do grupo controle em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 4 e 5 e ilustrado na figura 10, a média de consumo de racdo, no grupo controle, na
semana 1, foi estatisticamente inferior quando comparada a média de consumo na semana 6 (p=0,0476) e na semana 7
(p=0,0081). O ponto maximo de consumo ocorreu na semana 7, que teve média de consumo estatiscamente superior quando
comparada as semanasi1 (p=0,0221) e 12 (p=0,0057). Em adicdo, a partir da semana 8 nao houve diferenca estatistica (p>0,05)

no consumo de ragao.
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Quadro 6: Comparacao da média de consumo semanal de ragdo em 12 semanas no grupo Whey 2 (Grupo suplementado com
2g/kg/dia de Whey Proteins) (n=11).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,9770 | 0,9974 | 0,9526 | 0,4591 | 0,6256 | 0,2052 | 0,4713 | 0,4916 | 0,6871 | 0,9999 | >0,9999
S2 - - >0,9999 | >0,9999 | 0,9959 | 0,9996 | 0,9346 | 0,9964 | 0,9972 | 0,9999 | >0,9999 | 0,8296
S3 - - - >0,9999 | 0,9690 | 0,9934 | 0,8097 | 0,9719 | 0,9763 | 0,9968 | >0,9999 | 0,9448
S4 - - - - 0,9988 | >0,9999 | 0,9661 | 0,9990 | 0,9993 | >0,9999 | 0,9999 | 0,7526
S5 - - - - - >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,8938 | 0,1986
S6 - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9632 | 0,3175
S7 - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,9997 | 0,6381 | 0,0684
S8 - - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,9008 | 0,2063
S9 - - - - - - - - - >0,9999 | 0,9116 | 0,2194
S10 - - - - - - - - - - 0,9777 | 0,3712
S11 - - - - - - - - - - - 0,9881
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p=0,0354): Post-hoc de Tukey.
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Legenda: NS p>0,05.

Figura 11: Alteracdo de consumo de racao do grupo Whey 2 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 4 e 6 e ilustrado na figura 11, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) no consumo de

racao durante as semanas.
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Quadro 7: Comparacao da média de consumo semanal de ragdo em 12 semanas no grupo Whey 4 (Grupo suplementado com
4g/kg/dia de Whey Proteins)

n=10).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

S1 - >0,9999 | 0,9993 | 0,5911 | 0,2106 | 0,8972 | >0,9999 | 0,9698 | 0,9941 | 0,0578 | 0,0062 | <0,0001
S2 - - >0,9999 | 0,8579 | 0,4569 | 0,9891 | 0,9935 | 0,8207 | 0,9259 | 0,0166 | 0,0014 | <0,0001
S3 - - - 0,9773 | 0,7374 | 0,9998 | 0,9295 | 0,5556 | 0,7250 | 0,0045 | 0,0003 | <0,0001
S4 - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,1989 | 0,0376 | 0,0736 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,9896 | 0,0424 | 0,0055 | 0,0122 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - 0,5010 | 0,1448 | 0,2459 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001
S7 - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,2644 | 0,0450 | <0,0001
S8 - - - - - - - - >0,9999 | 0,6983 | 0,2274 | 0,0005
S9 - - - - - - - - - 0,5268 | 0,1323 | 0,0002
S10 - - - - - - - - - - 0,9998 | 0,1957
S11 - - - - - - - - - - - 0,6495
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. # p<0,05 comparado com a semana 5. NS p>0,05.

Figura 12: Alteracdo de consumo de racao do grupo Whey 4 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 4 e 7 e ilustrado na figura 12, a média de consumo de ragéo, no grupo Whey 4, na
semana 1, foi estatisticamente superior quando comparada a média de consumo na semana 11 (p=0,0062) e na semana 12
(p<0,0001). O ponto maximo de consumo ocorreu na semana 5, que teve média de consumo estatiscamente superior quando
comparada as semanas 8 (p=0,0055), 9 (p=0,0122), 10 (p<0,0001), 11 (p<0,0001) e 12 (p<0,0001). Em adicao, a partir da semana

10 ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) no consumo de ragao.
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Quadro 8: Comparagao da média de consumo semanal de ragdo em 12 semanas no grupo Whey 6 (Grupo suplementado com
69g/kg/dia de Whey Proteins) (n=7).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,9773 | 0,4745 | 0,9225 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9995 | 0,9876 | 0,2948 | 0,0092 | 0,0004 | <0,0001
S2 - - 0,9965 | >0,9999 | >0,9999 | 0,8113 | 0,6158 | 0,3659 | 0,0112 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 - - - 0,9997 | 0,8786 | 0,1928 | 0,0949 | 0,0354 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 - - - - 0,9991 | 0,6571 | 0,4446 | 0,2316 | 0,0050 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,9898 | 0,9416 | 0,7834 | 0,0686 | 0,0010 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,6230 | 0,0413 | 0,0025 | <0,0001
S7 - - - - - - - >0,9999 | 0,8169 | 0,0931 | 0,0070 | <0,0001
S8 - - - - - - - - 0,9561 | 0,2161 | 0,0220 | <0,0001
S9 - - - - - - - - - 0,9678 | 0,5121 | <0,0001
S10 - - - - - - - - - - 0,9988 | 0,0005
S11 - - - - - - - - - - - 0,0106
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Figura 13: Alteracao de consumo de ra¢ao do grupo Whey 6 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 4 e 8 e ilustrado na figura 13, a média de consumo de racao, no grupo Whey 6, na
semana 1, foi estatisticamente superior quando comparada a média de consumo na semana 10 (p=0,0092), na semana 11
(p=0,0004) e na semana 12 (p<0,0001). O ponto maximo de consumo ocorreu na semana 3, que teve média de consumo
estatiscamente superior quando comparada as semanas 8 (p=0,0354), 9 (p=0,0003), 10 (p<0,0001), 11 (p<0,0001) e 12
(p<0,0001). Em adigéo, ndo houve estabilizacdo no consumo de ragéo.
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Conforme observado no quadro 4 e ilustrado na figura 14, a média de consumo de ragao no grupo controle nao apresentou

diferenca estatisica significativa em relacdo ao grupo Whey 4 nas semanas 1 (p=0,3450), 2 (p=0,1027), 3 (p=0,1595), 4 (p=0,5572)

e 5 (p=0,2539). Nas demais semanas, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) no consumo de racao entre 0s grupos

controle, Whey 2, Whey 4 e Whey 6.
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Quadro 9: Média do consumo em gramas de proteina dos grupos.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PR 57,4 59,2 59,5 60,2 62,1 63,3 64,4 61,5 61,3 61,3 57,9 57,2
C +254 | +284 | £3,18 | +391 | +2,76 | £3,89 | +3,13 | +4,08 | £2,02 | £3,56 | +391 | £299
(n=10) PW| 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pr | 198 | 193 | 183 [ 175 17,1 16,7 16,2 14,9 14,4 14,1 13,1 12,6
+1,12 | +1,39 | £1,22 | +1,25 | +113 | #1,12 | +1,10 | +1,03 | #1,03 | +1,01 | +0,96 | +1,03
PR 65,1 68,2 67,5 68,6 70,8 70,2 71,9 70,7 70,6 70,0 66,9 64,0
W2 +503 | +347 | £494 | +500 | +226 | £3,34 | +3,16 | +493 | £767 | £+281 | +460 | £2,67
(n=11) PW | 46,1 48,0 51,2 53,7 56,2 58,3 60,7 62,8 64,3 65,9 68,0 69,5
PT 33,8 34,0 32,5 31,9 31,7 30,9 30,6 29,8 294 28,9 28,0 26,9
+150 | +185 | +1,68 | +163 | +161 | £1,54 | +147 | +139 | £+1,24 | +1,18 | +1,22 | 0,95
PR 54,4 55,1 55,8 57,8 58,8 57,0 53,4 52,3 52,7 49,1 47,9 447
W4 +323 | £3,06 | +4,07 | £230 | £327 | £+2,04 | £3,34 | £+2,70 | £156 | £3,72 | £2,79 | £3,05
(n=10) PW| 749 80,4 85,6 91,6 95,8 99,8 104,0 106,3 109,2 111,8 114,6 116,4
PT 45,5 47,3 46,5 45,8 45,3 44,1 42,5 41,9 41,6 40,4 39,8 38,8
+1,79 | £2,02 | +198 | £+1,96 | +1,74 | +162 | +148 | +140 | +145 | £+1,28 | +1,24 | +1,08
PR 36,5 38,1 39,3 38,4 37,3 35,9 35,6 35,1 33,4 31,8 30,7 26,1
W6 +191 | +356 | £168 | +139 | +151 | £211 | +186 | +1,42 | £+217 | £+186 | +2,34 | £3,73
(n=7) PW | 749 79,7 87,9 94,3 100,4 104,3 106,8 110,8 114,2 117,0 119,9 121,9
PT 62,6 62,1 60,9 59,2 57,7 56,6 55,8 55,4 54,4 56,0 52,8 51,0
+1,71 | +1,80 | £+1,69 | +165 | +144 | £+1,36 | +1,28 | +1,25 | £+1,20 | +1,37 | +1,06 | £0,99

Legenda: C= Grupo controle; W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6=

Grupo suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins; PR= Proteina da racdo em gramas/quilo/semana; PW= Soma do Consumo de Whey Protein em

gramas/quilo/semana; PT= Proteina total em gramas/quilo/semana.
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Quadro 10: Comparacao da média do consumo de proteina na ragéo por semana em 12 semanas no grupo controle (n=10).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

S1 - 0,9962 | 0,9863 | 0,9042 | 0,2396 | 0,0476 | 0,0081 | 0,4245 | 0,5300 | 0,5312 | >0,9999 | >0,9999
S2 - - >0,9999 | >0,9999 | 0,8693 | 0,441 0,1414 | 0,9676 | 0,9872 | 0,9874 | 0,9999 | 0,9909
S3 - - - >0,9999 | 0,9325 | 0,5586 | 0,2057 | 0,9885 | 0,9965 | 0,9965 | 0,9991 | 0,9731
S4 - - - - 0,9924 | 0,8069 | 0,414 | 0,9996 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9803 | 0,8579
S5 - - - - - >0,9999 | 0,9781 |>0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,4257 | 0,1908
S6 - - - - - - >0,9999 | 0,9969 | 0,9896 | 0,9895 | 0,1099 | 0,0350
S7 - - - - - - - 0,8981 | 0,8279 | 0,8270 | 0,0221 | 0,0057
S8 - - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,6479 | 0,3547
S9 - - - - - - - - - >0,9999 | 0,7496 | 0,4541
S10 - - - - - - - - - - 0,7507 | 0,4553
S11 - - - - - - - - - - - >0,9999
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p=0,0008): Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. # p<0,05 comparado com a semana 7. NS p>0,05.

Figura 15: Alteracao de consumo de proteina na racao do grupo controle em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 10 e ilustrado na figura 15, a média de consumo de proteina da racdo, no grupo
controle, na semana 1, foi estatisticamente inferior quando comparada a média de consumo nas semanas 6 (p=0,0476) e 7
(p=0,0081). O ponto maximo de consumo ocorreu na semana 7, que teve média de consumo estatiscamente superior quando
comparada as semanas 11 (p=0,0221) e 12 (p=0,0057). Em adicao, a partir da semana 8 nao houve diferenca estatistica (p>0,05)

no consumo de proteina da racao.
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Quadro 11: Comparagdo da média do consumo de proteina na ragdo por semana em 12 semanas no grupo Whey 2 (Grupo
suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins) (n=11).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,9770 | 0,9974 | 0,9526 | 0,4591 | 0,6256 | 0,2052 | 0,4713 | 0,4916 | 0,6871 | 0,9999 | >0,9999
S2 - - >0,9999 | >0,9999 | 0,9959 | 0,9996 | 0,9346 | 0,9964 | 0,9972 | 0,9999 | >0,9999 | 0,8296
S3 - - - >0,9999 | 0,9690 | 0,9934 | 0,8097 | 0,9719 | 0,9763 | 0,9968 | >0,9999 | 0,9448
S4 - - - - 0,9988 | >0,9999 | 0,9661 | 0,9990 | 0,9993 | >0,9999 | 0,9999 | 0,7526
S5 - - - - - >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,8938 | 0,1986
S6 - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9632 | 0,3175
S7 - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,9997 | 0,6381 | 0,0684
S8 - - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,9008 | 0,2063
S9 - - - - - - - - - >0,9999 | 0,9116 | 0,2194
S10 - - - - - - - - - - 0,9777 | 0,3712
S11 - - - - - - - - - - - 0,9881
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p=0,0354): Post-hoc de Tukey.
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Legenda: NS p>0,05.

Figura 16: Alteracao de consumo de proteina na racao do grupo Whey 2 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 11 e ilustrado na figura 16, ndo houve diferencga estatistica (p>0,05) no consumo de

proteina da racdo durante as semanas.
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Quadro 12: Comparagdao da média do consumo de proteina na ragdo por semana em 12 semanas no grupo Whey 4 (Grupo
suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins) (n=10).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

S1 - >0,9999 | 0,9993 | 0,5906 | 0,2103 | 0,8969 |>0,9999 | 0,9699 | 0,9941 | 0,0578 | 0,0062 | <0,0001
S2 - - >0,9999 | 0,8573 | 0,4561 | 0,9890 | 0,9935 | 0,8212 | 0,9263 | 0,0167 | 0,0014 | <0,0001
S3 - - - 0,9773 | 0,7373 | 0,9998 | 0,9295 | 0,5555 | 0,7249 | 0,0045 | 0,0003 | <0,0001
S4 - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,1989 | 0,0376 | 0,0735 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,9896 | 0,0424 | 0,0055 | 0,0121 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - 0,5009 | 0,1447 | 0,2458 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001
S7 - - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,2643 | 0,0450 | <0,0001
S8 - - - - - - - - >0,9999 | 0,6982 | 0,2273 | 0,0005
S9 - - - - - - - - - 0,5267 | 0,1322 | 0,0002
S10 - - - - - - - - - - 0,9998 | 0,1956
S11 - - - - - - - - - - - 0,6494
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001): Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. # p<0,05 comparado com a semana 5. NS p>0,05.

Figura 17: Alteracao de consumo de proteina na racao do grupo Whey 4 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 12 e ilustrado na figura 17, a média de consumo de proteina da rag¢ao, no grupo Whey
4, na semana 1, foi estatisticamente superior quando comparada a média de consumo nas semanas 11 (p=0,0062) e 12
(p<0,0001). O ponto maximo de consumo ocorreu na semana 5, que teve média de consumo estatiscamente superior quando
comparada 4s semanas 7 (p=0,0424), 8 (p=0,0055), 9 (p=0,0121), 10 (p<0,0001), 11 (p<0,0001) e 12 (p<0,0001). Em adicao, a
partir da semana 10 ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) no consumo de proteina da racao.
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Quadro 13: Comparagdo da média do consumo de proteina na racdo por semana em 12 semanas no grupo Whey 6 (Grupo
suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins) (n=7).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,9769 | 0,4725 | 0,9214 | >0,9999 | >0,9999 | 0,9995 | 0,9877 | 0,2964 | 0,0092 | 0,0004 | <0,0001
S2 - - 0,9965 | >0,9999 | >0,9999 | 0,8107 | 0,6134 | 0,3641 | 0,0112 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 - - - 0,9997 | 0,8788 | 0,1925 | 0,0942 | 0,0352 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 - - - - 0,9991 | 0,6563 | 0,4423 | 0,2302 | 0,0050 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,9898 | 0,9407 | 0,7817 | 0,0685 | 0,0010 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - >0,9999 | >0,9999 | 0,6234 | 0,0413 | 0,0025 | <0,0001
S7 - - - - - - - >0,9999 | 0,8184 | 0,0936 | 0,0070 | <0,0001
S8 - - - - - - - - 0,9566 | 0,2169 | 0,0221 | <0,0001
S9 - - - - - - - - - 0,9677 | 0,5116 | <0,0001
S10 - - - - - - - - - - 0,9988 | 0,0005
S11 - - - - - - - - - - - 0,0106
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001): Post-hoc de Tukey.
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Figura 18: Alteracao de consumo de proteina na racao do grupo Whey 6 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 13 e ilustrado na figura 18, & média de consumo de proteina da ra¢do, no grupo Whey
6, na semana 1, foi estatisticamente superior quando comparada a média de consumo nas semanas 10 (p=0,0092), 11 (p=0,0004)
e 12 (p<0,0001). O ponto maximo de consumo ocorreu na semana 3, que teve média de consumo estatiscamente superior quando
comparada as semanas 8 (p=0,0352), 9 (p=0,0003), 10 (p<0,0001), 11 (p<0,0001) e 12 (p<0,0001). Em adicdo, ndo houve

estabilizacdo no consumo de proteina da ragédo da ragéo.



67

C)

S 804

On

©

} .

g 601 -~ Controle
©

£ 1 --- W2
£ 401 NP

o - W4
o

o -+ W6
© 20 -

o

£

5

g 0 1 ) L} L] L} ] L} ) L) ] L] |

8 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Semanas

Legenda: NS p>0,05.

Figura 19: Comparacao da alteracdo de consumo de proteina da ra¢ao entre os grupos em 12 semanas.

Conforme observado no quadro 9 e ilustrado na figura 19, & média de consumo de proteina da racao no grupo controle nao
apresentou diferenca estatisica significativa em relagcdo ao grupo Whey 4 nas semanas 1 (p=0,3447), 2 (p=0,1024), 3 (p=0,1595), 4
(p=0,5572) e 5 (p=0,2539). Nas demais semanas, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) no consumo de proteina da

racao entre os grupos controle, Whey 2, Whey 4 e Whey 6.



Quadro 14: Comparagdo da média do consumo de Whey Proteins por semana em
suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins) (n=11).
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12 semanas no grupo Whey 2 (Grupo

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,0007 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 - - - - - - - - 0,0192 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S9 - - - - - - - - - 0,0108 | <0,0001 | <0,0001
S10 - - - - - - - - - - 0,0003 | <0,0001
S11 - - - - - - - - - - - 0,0153
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001): Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1.

Figura 20: Alteracdo de consumo de Whey Proteins do grupo Whey 2 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 14 e ilustrado na figura 20, o consumo de Whey Proteins, na semana 1, no grupo
Whey 2, foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparado as demais semanas. Em adi¢do, o consumo de Whey Proteins
manteve-se em aumento estatisticamente significativo (p<0,05) ao longo das 12 semanas.



Quadro 15: Comparagdo da média do consumo de Whey Proteins por semana em
suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins) (n=10).
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12 semanas no grupo Whey 4 (Grupo

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 - - 0,0004 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 - - - - 0,0085 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,0212 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - 0,0122 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 - - - - - - - 0,6062 | 0,0004 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 - - - - - - - - 0,2601 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S9 - - - - - - - - - 0,4384 | 0,0002 | <0,0001
S10 - - - - - - - - - - 0,3072 | 0,0033
S11 - - - - - - - - - - - 0,8994
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001): Post-hoc de Tukey.
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Figura 21: Alteracao de consumo de Whey Proteins do grupo Whey 4 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 15 e ilustrado na figura 21, o consumo de Whey Proteins, na semana 1, no grupo
Whey 4, foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparado as demais semanas. Nao houve diferenca estatistica no consumo
de Whey Proteins na semana 7 quando comparada a semana 8 (p=0,6062), na semana 8 quando comparada a semana 9
(p=0,2601), na semana 9 quando comparada a semana 10 (p=0,4384), na semana 10 quando comparada a semana 11 (p=0,3072)
e na semana 11 quando comparada a semana 12 (p=0,8994). Em adi¢ao, o consumo de Whey Proteins manteve-se em aumento

numérico ao longo das 12 semanas.



Quadro 16: Comparagdo da média do consumo de Whey Proteins por semana em
suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins) (n=7).
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12 semanas no grupo Whey 6 (Grupo

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12

St - 0,0229 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 - - - 0,0004 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 - - - - 0,0010 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - 0,1526 | 0,0005 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - 0,7653 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 - - - - - - - 0,1173 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 - - - - - - - - 0,3220 | 0,0008 | <0,0001 | <0,0001
S9 - - - - - - - - - 0,6029 | 0,0025 | <0,0001
S10 - - - - - - - - - - 0,5324 | 0,0166
S11 - - - - - - - - - - - 0,9231
S12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001): Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1.

Figura 22: Alteracao de consumo de Whey Proteins do grupo Whey 6 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 9 e 16 e ilustrado na figura 22, o consumo de Whey Proteins, na semana 1, no grupo
Whey 6, foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparado as demais semanas. Nao houve diferenga estatistica no consumo
de Whey Proteins na semana 5 quando comparada a semana 6 (p=0,1526), na semana 6 quando comparada a semana 7
(p=0,7653), na semana 7 quando comparada a semana 8 (p=0,1173), na semana 8 quando comparada a semana 9 (p=0,3220), na
semana 9 quando comparada a semana 10 (p=0,6029), na semana 10 quando comparada a semana 11 (p=0,5324) e na semana
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11 quando comparada a semana 12 (p=0,9231). Em adicdo, o consumo de Whey Proteins manteve-se em aumento

estatisticamente significativo (p<0,05) ao longo de 11 semanas.

207 ._H"—'—'*-—._.__._.

OIIIIIIIIIIII
1 2 3 45 6 7 8 9 101112

g §

E 80-

5 | |

o

g 60+ M - C
[>)]

£ M -= W2
Q 40‘

B '_.*.—H—l——.__.__._.__. e WA
° - W6
©

k=

Q8

e

o

Semanas

Legenda: *§ p<0,05 comparado em todas as semanas entre os grupos.

Figura 23: Comparagao do consumo total de proteina entre os grupos em 12 semanas.

Conforme observado no quadro 9 e ilustrado na figura 23, houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) no consumo de
proteina total entre os grupos controle, Whey 2, Whey 4 e Whey 6 em todas as semanas.
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Quadro 17: Massa corporal total por semana em gramas do grupo controle (n=10).

Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Final

C11 264,7 | 269,9 | 288,8 | 303,8 | 322,3 | 337,0 | 353,0 | 362,2 | 373,1 | 382,0 | 3859 | 386,0 | 399,7

C12 280,2 | 298,1 | 309,8 | 3274 | 349,3 | 3629 | 379,0 | 396,7 | 4059 | 418,2 | 425,3 | 429,9 | 440,3

C13 281,0 | 291,6 | 308,4 | 322,0 | 336,5 | 350,7 | 369,0 | 385,0 | 393,5 | 406,5 | 410,2 | 418,8 | 429,5

C14 273,3 | 280,9 | 302,4 | 321,0 | 344,2 | 359,0 | 375,0 | 394,1 | 402,5 | 413,4 | 424,2 | 438,2 | 447,0

C15 295,9 | 316,5 | 334,7 | 3455 | 370,5 | 389,5 | 409,0 | 424,2 | 4354 | 452,8 | 455,6 | 471,2 | 481,3

C21 286,0 | 314,7 | 339,1 | 362,5 | 3739 | 3943 | 412,0 | 424,9 | 438,0 | 447,5 | 457,7 | 471,5 | 475,7

C22 309,0 | 326,4 | 336,8 | 356,7 | 373,7 | 392,8 | 409,0 | 433,0 | 446,7 | 457,8 | 466,7 | 487,5 | 498,8

c23 2958 | 3155 | 338,3 | 358,0 | 376,9 | 394,2 | 410,0 | 425,6 | 438,3 | 446,3 | 457,1 | 464,8 | 4745

C24 316,7 | 335,9 | 352,0 | 374,8 | 394,3 | 410,5 | 434,0 | 4491 | 459,2 | 473,4 | 482,0 | 493,3 | 508,0

C25 302,9 | 3225 | 3412 | 367,4 | 3854 | 399,8 | 412,0 | 437,0 | 457,3 | 469,3 | 474,7 | 483,6 | 493,3

Média 290,6 | 307,2 | 3252 | 343,9 | 362,7 | 379,1 | 397,1 | 413,2 | 425,0 | 436,7 | 443,9 | 454,5 | 464,8

DP 16,4 21,2 20,9 23,8 23,2 24,5 26,2 27,3 29,2 30,0 31,0 34,9 34,5

Min 264,7 | 269,9 | 288,8 | 303,8 | 322,3 | 337,0 | 353,0 | 362,2 | 373,1 | 382,0 | 3859 | 386,0 | 399,7

Max 316,7 | 335,9 | 352,0 | 374,8 | 394,3 | 410,5 | 434,0 | 449,1 | 459,2 | 473,4 | 482,0 | 493,3 | 508,0

Legenda: DP= Desvio Padrao; Min= Valor Minimo; Max= Valor Maximo.



Quadro 18: Comparacao da média do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo controle (n=10).
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S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 Final
S1 - <0,001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 - - - - - - - - 0,0130 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S9 - - - - - - - - - 0,0141 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S10 | - - - - - - - - - - 0,4941 | <0,0001 | <0,0001
S11 - - - - - - - - - - - 0,0463 | <0,0001
S12 | - - - - - - - - - - - - 0,0561
Final | - - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1.

Figura 24: Alteragdo do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo controle.

Conforme observado nos quadros 17 e 18 e ilustrado na figura 24, a massa corporal total, na semana 1, no grupo controle,
foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas. Nao houve diferenga estatistica na massa corporal
total na semana 10 quando comparada a semana 11 (p=0,4941) e na semana 12 quando comparada a semana final (p=0,0561).

Em adicdo, a massa corporal total manteve-se em aumento numérico até a semana final.
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Quadro 19: Massa corporal total por semana em gramas do grupo Whey 2 (suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins) (n=11).
Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Final

w211 320,0 | 327,7 | 3355 | 353,0 | 371,2 | 3852 | 404,0 | 416,0 | 429,1 | 442,8 | 457,0 | 470,8 | 481,6
w212 309,5 | 329,5 | 346,6 | 369,4 | 387,7 | 4055 | 425,0 | 438,4 | 447,8 | 460,2 | 463,2 | 475,8 | 478,9
w213 303,6 | 313,8 | 336,0 | 350,6 | 371,0 | 380,5 | 405,0 | 417,9 | 4194 | 431,1 | 442,3 | 449,7 | 453,6
w221 311,0 | 3356 | 356,3 | 371,6 | 391,0 | 401,3 | 410,0 | 423,6 | 435,0 | 441,3 | 452,2 | 469,8 | 471,8
w222 323,9 | 340,2 | 367,0 | 388,5 | 404,3 | 4232 | 441,0 | 447,9 | 460,0 | 466,2 | 475,0 | 491,3 | 495,8
w223 256,7 | 252,4 | 269,0 | 283,6 | 297,5 | 308,7 | 323,0 | 331,0 | 347,1 | 356,9 | 370,1 | 383,8 | 388,3
w224 313,4 | 327,6 | 353,9 | 372,0 | 3856 | 400,5 | 410,0 | 428,7 | 435,3 | 451,7 | 462,4 | 474,3 | 4572
W231 294,9 | 302,1 | 320,1 | 332,4 | 344,3 | 355,0 | 369,0 | 386,0 | 393,2 | 401,1 | 409,0 | 419,8 | 426,8
w232 268,0 | 283,4 | 307,0 | 3219 | 336,6 | 350,2 | 370,0 | 388,8 | 398,1 | 408,99 | 416,6 | 429,6 | 437,6
W233 305,8 | 316,2 | 337,1 | 353,5 | 371,56 | 381,6 | 398,0 | 414,1 | 421,8 | 431,8 | 437,7 | 455,6 | 4575
w234 288,5 | 303,5 | 328,4 | 343,2 | 3559 | 373,2 | 388,0 | 397,1 | 411,9 | 421,3 | 432,3 | 448,2 | 455,5
Média 299,6 | 312,0 | 332,4 | 349,1 | 365,1 | 378,6 | 394,8 | 408,1 | 418,1 | 428,5 | 438,0 | 451,7 | 455,0

DP 21,1 25,9 27,0 28,9 30,3 31,7 31,9 32,1 30,7 31,1 30,2 30,8 29,6

Min 256,7 | 252,4 | 269,0 | 283,6 | 297,5 | 308,7 | 323,0 | 331,0 | 347,1 | 356,9 | 370,1 | 383,8 | 388,3

Max 323,9 | 340,2 | 367,0 | 388,5 | 404,3 | 423,2 | 441,0 | 447,9 | 460,0 | 466,2 | 475,0 | 491,3 | 495,8

Legenda: DP= Desvio Padréao; Min= Valor Minimo; Max= Valor Maximo.
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Quadro 20: Comparagao da média do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo Whey 2 (Grupo suplementado com
2g/kg/dia de Whey Proteins)

n=11).

S1| S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 Final
S1 | - | 0,0004 <0,0001| <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 | - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 | - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 | - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 | - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 | - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 | - - - - - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 | - - - - - - - - 0,0133 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S9 | - - - - - - - - - 0,0070 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S10 | - - - - - - - - - - 0,0226 | <0,0001 | <0,0001
S11 | - - - - - - - - - - - <0,0001 | <0,0001
S12 | - - - - - - - - - - - - 0,9889
Final | - - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1.

Figura 25: Alteracao do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo Whey 2.

Conforme observado nos quadros 19 e 20 e ilustrado na figura 25, a massa corporal total, na semana 1, no grupo Whey 2,
foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas. Nao houve diferenga estatistica na massa corporal
total na semana 12 quando comparada a semana final (p=0,9889). Em adicdo, a massa corporal total manteve-se em aumento

numérico até a semana final.
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Quadro 21: Massa corporal total por semana em gramas do grupo Whey 4 (suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins) (n=10).

Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Final

W411 282,3 | 3125 | 329,5 | 360,7 | 374,8 | 388,0 | 412,0 | 417,1 | 438,0 | 448,5 | 463,7 | 463,8 | 469,7

W412 279,3 | 2945 | 310,1 | 328,9 | 342,8 | 357,0 | 364,1 | 376,2 | 384,0 | 396,6 | 402,9 | 403,2 | 403,8

W413 2459 | 277,3 | 284,1 | 307,0 | 329,3 | 350,0 | 368,4 | 378,5 | 389,5 | 406,1 | 413,6 | 423,2 | 423,7

w421 288,1 314,0 | 346,9 | 363,2 | 377,4 | 397,0 | 412,3 | 420,3 | 434,6 | 442,6 | 454,2 | 459,9 | 461,7

W422 218,2 | 2359 | 258,0 | 270,9 | 291,9 | 308,0 | 319,56 | 325,7 | 333,8 | 343,2 | 354,8 | 362,3 | 373,0

w424 313,1 | 336,1 | 359,1 | 388,0 | 401,6 | 420,0 | 4334 | 441,7 | 451,3 | 4545 | 4725 | 477,6 | 491,0

W431 2544 | 264,3 | 282,8 | 305,7 | 3195 | 327,0 | 343,1 | 352,2 | 357,0 | 367,6 | 377,2 | 387,4 | 393,0

W432 256,1 | 263,0 | 272,4 | 289,9 | 301,2 | 312,0 | 322,6 | 329,5 | 336,0 | 342,7 | 350,6 | 357,7 | 358,5

W433 2749 | 291,0 | 312,0 | 332,1 | 347,7 | 354,0 | 370,2 | 376,4 | 387,4 | 391,9 | 398,4 | 408,2 | 419,3

W434 262,7 | 283,6 | 298,9 | 323,7 | 336,9 | 352,0 | 369,1 | 379,0 | 388,9 | 399,1 | 4054 | 413,0 | 420,8

Média 267,5 | 287,2 | 3054 | 327,0 | 342,3 | 356,5 | 371,56 | 379,7 | 390,1 | 399,3 | 409,3 | 415,6 | 421,5

DP 26,1 29,2 32,7 35,9 34,6 36,4 38,2 38,2 41,2 40,6 43,0 41,4 42,5

Min 218,2 | 235,9 | 268,0 | 2709 | 2919 | 308,0 | 319,56 | 325,7 | 333,8 | 342,7 | 350,6 | 357,7 | 358,5

Max 313,1 | 336,1 | 359,1 | 388,0 | 401,6 | 420,0 | 433,4 | 441,7 | 451,3 | 4545 | 4725 | 477,6 | 491,0

Legenda: DP= Desvio Padrao; Min= Valor Minimo; Max= Valor Maximo.
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Quadro 22: Comparagdo da média do ganho de massa corporal em 12 semanas no grupo Whey 4 (Grupo suplementado com
4g/kg/dia de Whey Proteins) (n=10).

S1| S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 Final
S1 | - [0,0002 | <0,0001| <0,0001| <0,0001 | <0,0001| <0,0001| <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
s2 | - - 0,0010 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 | - - - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 | - - - - 0,0126 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 | - - - - - 0,0305 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 | - - - - - - 0,0166 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 | - - - - - - - 0,6959 | 0,0006 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 | - - - - - - - - 0,3210 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S9 | - - - - - - - - - 0,5127 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001
S10 | - - - - - - - - - - 0,3733 | 0,0052 | <0,0001
S11 | - - - - - - - - - - - 0,9326 0,1267
S12 | - - - - - - - - - - - - 0,9619
Final| - - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. NS p>0,05.
Figura 26: Alteracdao do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo Whey 4.

Conforme observado nos quadros 21 e 22 e ilustrado na figura 26, a massa corporal total, na semana 1, no grupo Whey 4,
foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas. A massa corporal total passou a ndo apresentar
diferenga estatistica significativa a partir da semana 11 (p>0,05). Em adigdo, a massa corporal total manteve-se em aumento
numérico até a semana final.
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Quadro 23: Massa corporal total por semana em gramas do grupo Whey 6 (suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins) (n=7).

Variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Final

W612 2412 | 2445 | 278,7 | 301,5 | 322,0 | 3356 | 344,8 | 351,9 | 365,2 | 377,0 | 387,7 | 394,5 | 402,3

W613 259,2 | 270,0 | 3054 | 3294 | 346,0 | 362,6 | 371,2 | 386,4 | 402,6 | 409,4 | 421,4 | 428,5 | 426,1

w614 250,8 | 269,1 | 298,0 | 319,0 | 343,0 | 351,1 | 360,0 | 374,5 | 388,1 | 396,9 | 402,7 | 418,3 | 380,7

w621 2555 | 277,0 | 296,6 | 3129 | 338,0 | 352,8 | 363,6 | 368,2 | 3758 | 387,1 | 400,0 | 411,3 | 412,0

w622 2745 | 292,7 | 317,3 | 338,56 | 359,0 | 368,5 | 380,6 | 393,1 | 4024 | 4128 | 417,9 | 425,56 | 438,0

W623 281,9 | 306,2 | 339,6 | 371,2 | 391,0 | 409,9 | 420,8 | 438,6 | 452,4 | 464,2 | 478,9 | 484,5 | 485,7

w624 220,8 | 239,3 | 2579 | 273,6 | 292,0 | 302,5 | 311,0 | 324,9 | 3314 | 337,3 | 346,1 | 340,4 | 338,8

Média 2548 | 271,3 | 299,1 | 320,9 | 3416 | 354,7 | 364,6 | 376,8 | 388,3 | 397,8 | 407,8 | 414,7 | 4119

DP 20,4 24,0 26,2 30,5 30,6 32,7 33,5 35,5 37,5 38,7 40,1 43,1 46,1

Min 220,8 | 239,3 | 257,9 | 273,6 | 292,0 | 302,5 | 311,0 | 3249 | 3314 | 337,3 | 346,1 | 340,4 | 338,8

Max 2819 | 306,2 | 339,6 | 371,2 | 391,0 | 409,9 | 420,8 | 438,6 | 452,4 | 464,2 | 478,9 | 484,5 | 485,7

Legenda: DP= Desvio Padrao; Min= Valor Minimo; Max= Valor Maximo.
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Quadro 24: Comparagao da média do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo Whey 6 (Grupo suplementado com
69/kg/dia de Whey Proteins) (n=7).

S1| S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 Final
S1 |-0,0802 | <0,0001| <0,0001| <0,0001 | <0,0001| <0,0001| <0,0001 | <0,0001 | <0,0001| <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S2 |- - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S3 |- - - 0,0032 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S4 |- - - - 0,0066 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S5 |- - - - - 0,3292 | 0,0014 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S6 |- - - - - - 0,7601 | 0,0026 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S7 |- - - - - - - 0,4427 | 0,0009 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S8 | - - - - - - - - 0,5456 | 0,0054 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
S9 |- - - - - - - - - 0,7965 | 0,0138 | 0,0001 | 0,0009
S10 | - - - - - - - - - - 0,7427 | 0,0624 | 0,2273
S11 | - - - - - - - - - - - 0,9761 | 0,9998
S12 | - - - - - - - - - - - - >0,9999
Final | - - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. NS p>0,05.

Figura 27: Alteracao do ganho de massa corporal total em 12 semanas no grupo Whey 6.

Conforme observado nos quadros 23 e 24 e ilustrado na figura 27, a massa corporal total, na semana 1, no grupo Whey 6,
foi estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas, com exce¢ao da semana 2 (p=0,0802). A massa
corporal total passou a ndo apresentar diferenca estatistica significativa a partir da semana 10 (p>0,05). Em adicdo, a massa
corporal total manteve-se em aumento numérico até a semana 12, seguido de uma redugcao na semana final, porém sem diferenca

estatistica significante (p>0,05).
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Legenda: B p<0,05 nas comparagdes entre os grupos.

Figura 28: Comparacao da alteracdo da massa corporal total entre os grupos em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 18, 20, 22 e 24 e ilustrado na figura 28, houve diferenga estatistica significativa no
aumento da massa corporal total do grupo controle em comparacéao ao grupo Whey 4 nas semanas 10 (p=0,0454), 12 (p=0,0348) e
na semana final (p=0,0138). Do mesmo modo, houve diferenga estatistica significativa no aumento da massa corporal total do
grupo controle em comparacéao ao grupo Whey 6 na semana final (p=0,0048).
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Nesse mesmo sentido, houve diferenga estatistica significativa no aumento massa corporal total do grupo Whey 2 em
comparacao ao grupo Whey 6 nas semanas 1 (p=0,0210), 2 (p=0,0434) e na semana final (p=0,0289).

Nos demais pontos de analise, ndo houve diferenga estaticamente significante (p>0,05) entre os grupos controle, Whey 2,

Whey 4 e Whey 6 em todas as semanas.

Quadro 25: Média da massa corporal total e A de massa corporal em gramas dos grupos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C 290,5 | 307,2 | 3251 | 3439 | 362,7 | 379,0 | 397,1 | 413,1 | 4249 | 436,7 | 443,9 | 4544 | 464,8
(n=10) | +16,39 | +21,20 | +0,04 | +23,81 | 23,24 | +24,52 | +26,15 | +27,26 | +29,23 | +30,02 | +31,01 | +34,88 | +34,51
A (g) i 16,65 | 34,60 | 53,36 | 72,15 | 88,52 | 106,55 | 122,63 | 134,44 | 146,17 | 153,39 | 163,93 | 174,30
6,97 | 8,82 | +11,70 | +10,68 | +11,99 | +13,05 | #13,32 | #15,41 | +15,85 | +17,11 | £21,02 | £19,95
w2 299,7 | 3120 | 3324 | 349,0 | 365,1 | 378,6 | 394,8 | 408,1 | 418,0 | 428,4 | 437,9 | 451,7 | 455,0
(n=11) | #21,13 | +25,09 | +27,03 | +28,94 | +30,25 | +31,69 | +31,92 | £32,07 | +30,75 | +31,09 | +30,20 | +30,82 | +29,64
A (g) i 12,43 | 32,87 | 49,49 | 6557 | 79,05 | 9525 | 108,56 | 118,49 | 128,91 | 138,41 | 152,13 | 155,40
+7,60 | £10,99 | £12,35 | +13,15 | +14,93 | +15,58 | £15,92 | +14,89 | +15,14 | +13,82 | £+14,54 | £14,72
w4 267,5 | 2872 | 3053 | 327,0 | 342,3 | 356,5 | 371,4 | 379,6 | 390,0 | 399,2 | 409,3 | 4156 | 4215
(n=10) | +26,12 | +29,19 | +32,65 | +35,88 | +34,61 | +36,42 | +38,17 | +38,16 | +41,18 | +40,56 | +42,96 | +41,35 | +42,46
A (g) i 19,72 | 37,88 | 59,51 | 74,81 89,00 | 103,97 | 112,16 | 122,55 | 131,78 | 141,83 | 148,13 | 154,00
8,13 | #11,56 | +13,82 | +14,51 | +17,68 | +20,48 | +20,27 | +23,71 | +24,68 | +26,73 | £25,85 | £26,91
w6 2548 | 2712 | 299,0 | 320,8 | 341,5 | 354,7 | 364,5 | 376,8 | 388,2 | 397,8 | 4078 | 414,7 | 4119
(n=7) | +20,41 | 24,00 | +26,24 | +30,53 | +30,61 | +32,68 | +33,53 | +35,52 | +37,50 | +38,68 | +40,08 | +43,07 | +46,08
A () i 16,41 | 44,23 | 66,03 | 86,73 | 99,87 | 109,73 | 121,96 | 133,43 | 142,97 | 152,97 | 159,87 | 157,10
7,10 | £7,10 | £11,90 | 11,76 | +14,17 | 14,67 | £17,22 | £19,59 | +20,46 | +22,35 | £24,94 | £27,70

Legenda: C= Grupo controle; W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6=

Grupo suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins.




Quadro 26: Comparagao da média do A de massa corporal por semana em 12 semanas no grupo controle (n=10).
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Al A2 A3 A4 AS AG A7 A8 A9 A10 A A12

A1 - 0,2007 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A2 - - 0,1515 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A3 - - - 0,1498 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A4 - - - - 0,3265 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
AS - - - - - 0,1954 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A6 - - - - - - 0,3537 | 0,0019 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A7 - - - - - - - 0,7959 | 0,0196 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001
A8 - - - - - - - - 0,8029 | 0,1414 | 0,0007 | <0,0001
A9 - - - - - - - - - 0,9931 | 0,2138 | 0,0017
A10 - - - - - - - - - - 0,8916 | 0,0662
A1 - - - - - - - - - - - 0,9041
A12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. NS p>0,05.

Figura 29: Alteragcao do A de massa corporal do grupo controle em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 25 e 26 e ilustrado na figura 29, o A1 de massa corporal, no grupo controle, foi
estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas, com excecado do A2 (p=0,2007). O A de massa corporal
passou a nao ser estatisticamente significativo (p>0,05) a partir do A10. Em adicdo, o A de massa corporal manteve-se em
aumento numérico até a semana final.



91

Quadro 27: Comparagao da média do A de massa corporal por semana em 12 semanas no grupo Whey 2 (Grupo suplementado
com 2g/kg/dia de Whey Proteins) (n=11).

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12

Al - 0,0335 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A2 - - 0,1849 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A3 - - - 0,2251 | 0,0001 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A4 - - - - 0,4907 | 0,0001 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A5 - - - - - 0,2165 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A6 - - - - - - 0,5102 | 0,0072 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
AT - - - - - - - 0,8716 | 0,0353 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A8 - - - - - - - - 0,8316 | 0,0437 | <0,0001 | <0,0001
A9 - - - - - - - - - 0,9013 | 0,0073 | 0,0010
A10 - - - - - - - - - - 0,4628 | 0,1608
Al11 - - - - - - - - - - - >0,9999
A12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p=0,000000); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. NS p>0,05.

Figura 30: Alteracao do A de massa corporal do grupo Whey 2 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 25 e 27 e ilustrado na figura 30, o A1 de massa corporal, no grupo Whey 2, foi
estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas. O A de massa corporal passou a nao ser
estatisticamente significativo (p<0,05) a partir do A10. Em adicdo, o A de massa corporal manteve-se em aumento numérico até a

semana final.
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Quadro 28: Comparacdo da média do A de massa corporal por semana em 12 semanas no grupo Whey 4 (Grupo suplementado

com 4g/kg/dia de Whey Proteins) (n=10).

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12

Al - 0,7024 | 0,0018 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A2 - - 0,4391 | 0,0055 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A3 - - - 0,8767 | 0,0693 | 0,0002 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A4 - - - - 0,9223 | 0,0763 | 0,0047 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A5 - - - - - 0,8916 | 0,3324 | 0,0188 | 0,0005 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A6 - - - - - - 0,9991 | 0,6716 | 0,1115 | 0,0038 | 0,0003 | <0,0001
AT - - - - - - - 0,9923 | 0,5926 | 0,0657 | 0,0079 | 0,0008
A8 - - - - - - - - 0,9972 | 0,6188 | 0,1968 | 0,0385
A9 - - - - - - - - - 0,9942 | 0,8214 | 0,4000
A10 - - - - - - - - - - >0,9999 | 0,9740
Al11 - - - - - - - - - - - >0,9999
A12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. NS p>0,05.

Figura 31: Alteracao do A de massa corporal do grupo Whey 4 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 25 e 28 e ilustrado na figura 31, o A1 de massa corporal, no grupo Whey 4, foi
estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas, com excegao do A2 (p=0,7024). O A de massa corporal
passou a nao ser estatisticamente significativo (p>0,05) a partir do A9. Em adicéo, o A de massa corporal manteve-se em aumento

numérico até a semana final.
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Quadro 29: Comparacédo da média do A de massa corporal por semana em 12 semanas no grupo Whey 6 (Grupo suplementado

com 6g/kg/dia de Whey Proteins) (n=7).

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12

Al - 0,1525 | 0,0018 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A2 - - 0,4885 | 0,0016 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A3 - - - 0,5685 | 0,0296 | 0,0010 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A4 - - - - 0,9629 | 0,4047 | 0,0192 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A5 - - - - - 0,9962 | 0,4681 | 0,0322 | 0,0012 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
A6 - - - - - - 0,9781 | 0,3588 | 0,0354 | 0,0012 | <0,0001 | 0,0002
AT - - - - - - - 0,9866 | 0,5455 | 0,0671 | 0,0080 | 0,0197
A8 - - - - - - - - 0,9971 | 0,6525 | 0,2083 | 0,3606
A9 - - - - - - - - - 0,9957 | 0,8230 | 0,9390
A10 - - - - - - - - - - 0,9999 |>0,9999
Al11 - - - - - - - - - - - >0,9999
A12 - - - - - - - - - - - -

Legenda: S= Semana; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: * p<0,05 comparado com a semana 1. NS p>0,05.

Figura 32: Alteracao do A de massa corporal do grupo Whey 6 em 12 semanas.

Conforme observado nos quadros 25 e 29 e ilustrado na figura 32, o A1 de massa corporal, no grupo Whey 4, foi
estatisticamente inferior (p<0,05) quando comparada as demais semanas, com excecado do A2 (p=0,1525). O A de massa corporal
passou a nao ser estatisticamente significativo (p>0,05) a partir do A8. Em adicéo, o A de massa corporal manteve-se em aumento

numeérico até o A11, seguido de uma redugéo numérica no A12, porém sem diferenga estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 33: Comparacgao da alteracdo do A da massa corporal entre os grupos em 12 semanas.

Conforme observado no quadro 25 e ilustrado na figura 33, houve aumento significativamente estatistico no A de massa
corporal do grupo controle em comparacao ao grupo Whey 2 no A12 (p=0,0484). Do mesmo modo, houve aumento no A de massa
corporal do grupo controle em comparacdo ao grupo Whey 4 no A12 (p=0,0337). Nesse mesmo sentido, houve aumento
estatisticamente significativo no A de massa corporal do grupo Whey 6 em comparagao ao grupo Whey 2 no A4 (p=0,0442) e no A5
(p=0,0494). Nos demais pontos de analise, ndo houve diferenga estaticamente significativa (p>0,05) entre os grupos controle,
Whey 2, Whey 4 e Whey 6 em todas as semanas.



Quadro 30: Massa total em gramas do musculo gastrocnémio do grupo controle, do grupo Whey 2 (suplementado com
2g/kg/dia de Whey Proteins), do grupo Whey 4 (suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins) e do grupo Whey 6
(suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins).

Sequéncia das Controle w2 w4 w6

amostras (n=10) (n=11) (n=10) (n=7)
1 2,500 2,316 2,449 2,292
2 2,201 2,582 2,224 1,944
3 2,359 2,630 2,263 2,320
4 2,437 2,475 2,461 2,244
5 2,514 2,313 2,094 2,291
6 2,860 2,312 2,889 2,400
7 2,986 2,316 2,211 1,815

8 2,478 2,272 2,290 -

9 2,792 2,581 2,393 -

10 2,952 2,528 2,239 -

11 - 2,601 - -
Média 2,608 2,448 2,351 2,187
DP 0,269 0,142 0,221 0,218
Min 2,201 2,272 2,094 1,815
Max 2,986 2,630 2,889 2,400

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo
suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins; DP= Desvio Padréo; Min= Valor Minimo; Max= Valor Maximo; A sequéncia das amostras nos
grupos € independente.



Quadro 31: Massa relativa do masculo gastrocnémio.
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C

Wi4g

Wé6g

Peso w2
(9) (not0) | M99 | (8 | 190 | (mgie) | (%) | (I8 (mglg) | (%) | (PO | (mglg) | (%)
Peso inicial | 290,55 299,57 267,50 254,84
(9) +16,39 +21,12 +26,11* +20,40**
Peso final | 464,81 454,96 421,45 411,94
(9) +34,51 +29 54 +42 46 +46,07
Gastrocnémio | 2,607 | 5612 | 056 | 2,447 | 5398 | 0539 | 2,351 | 5593 | 055 | 2,187 | 5,318 | 0,532
(9) +0,269 | 0,419 | +0,04 | 0,142 | +0,430 | +0,04 | +0,220 | +0,347 | +0,03 | +0,218* | +0,246 | 0,02

Legenda: C= Grupo controle; W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6=
Grupo suplementado com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Dados apresentados em médiatdesvio padréo. * p<0,05 comparado com o grupo controle; # p<0,05

comparado com W2g.




Quadro 32: Comparacao entre grupos da massa total do musculo gastrocnémio (n=38).
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Controle (n=10) W2 (n=11) W4 (n=10) W6 (n=7)
Controle (n=10) - 0,6562 0,1313 0,0032
W2 (n=11) - - 0,9636 0,1842
W4 (n=10) - - - 0,7512
W6 (n=7) - - - -

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.

Quadro 33: Comparacao entre grupos da massa relativa (mg/g) do masculo gastrocnémio (n=38).

Controle (n=10) W2 (n=11) W4 (n=10) W6 (n=7)
Controle (n=10) - 0,9266 >0,9999 0,8158
W2 (n=11) - - 0,9542 0,9999
W4 (n=10) - - - 0,8610
W6 (n=7) - - - -

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Figura 34: Comparacao da massa total do musculo gastrocnémio.

Conforme observado nos quadros 30 e 32 e ilustrado na figura 34, houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,0032)
entre o grupo controle e o grupo Whey 6, onde a massa absoluta do musculo gastrocnémio foi maior no grupo controle em relagéao

ao grupo Whey 6. Nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) nas demais comparagdes entre grupos.
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Legenda: NS p>0,05 na comparacao entre grupos.

Figura 35: Comparag&o da massa relativa do musculo gastrocnémio.

Conforme observado nos quadros 31 e 33 e ilustrado na figura 35, ndo houve diferenca estatisticamente significativa

(p>0,05) na massa relativa do masculo gastrocnémio nas comparagdes entre grupos.



Quadro 34: Comparacao da expressao génica de MTOR mRNA entre os grupos (n=36).
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Controle (n=8) W2 (n=11) W4 (n=10) W6 (n=7)
Controle (n=8) - <0,0001 <0,0001 <0,0001
W2 (n=11) - - 0,2206 0,0700
W4 (n=10) - - - 0,9142
W6 (n=7) - - R -

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p=0,0306); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: *p<0,05 comparado com o grupo controle.

Figura 36: Alteracao da expressao génica de MTOR mRNA.

Conforme observado no quadro 34 e ilustrado na figura 36, a expressao génica de MTOR mRNA foi estatisticamente inferior
nos grupos Whey 2 (p<0,0001), Whey 4 (p<0,0001) e Whey 6 (p=0,0001) em relagdo ao grupo controle, na ordem de 100%, 97% e
96%, respectivamente.



Quadro 35: Comparacao da expressao génica de MURF-1 mRNA entre os grupos (n=36).
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Controle (n=8) W2 (n=11) W4 (n=10) W6 (n=7)
Controle (n=8) - <0,0001 <0,0001 <0,0001
W2 (n=11) - - 0,7607 0,2865
W4 (n=10) - - - 0,8451
W6 (n=7) - - R -

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: *p<0,05 comparado com o grupo controle.

Figura 37: Alteracao da expressao génica de MURF-1 mRNA.

Conforme observado no quadro 35 e ilustrado na a figura 37, a expressdo génica de MURF-1 mRNA foi estatisticamente
inferior nos grupos Whey 2 (p<0,0001), Whey 4 (p<0,0001) e Whey 6 (p<0,0001) em relacdo ao grupo controle, na ordem de 65%,
75% e 84%, respectivamente.



Quadro 36: Comparacao da expressao génica de MAFBX mRNA entre os grupos (n=36).
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Controle (n=8) W2 (n=11) W4 (n=10) W6 (n=7)
Controle (n=8) - <0,0001 <0,0001 <0,0001
W2 (n=11) - - 0,6606 >0,9999
W4 (n=10) - - - 0,7569
W6 (n=7) - - - -

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p<0,0001); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: *p<0,05 comparado com o grupo controle.

Figura 38: Alteracao da expressao génica de MAFBX mRNA.

Conforme observado no quadro 36 e ilustrado na figura 38, a expressdo génica de MAFBX mRNA foi estatisticamente
inferior nos grupos Whey 2 (p<0,0001), Whey 4 (p<0,0001) e Whey 6 (p<0,0001) em relacdo ao grupo controle, na ordem de 99%,

97% e 99%, respectivamente.



Quadro 37: Area das células do musculo gastrocnémio dos grupos.
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Area (um?) C (n=8) W2g (n=11) W4g (n=10) W6 (n=7)
Gastrocnamio 2648,18 2462,56 2369,25 2383,56
+832,15 825,70 +696,25 +631,19

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p=0,2245); Post-hoc de Tukey. Os valores estdo expressos em micrometros quadrados (um2). * p<0,05

comparado com o grupo controle.

Quadro 38: Comparacao da area celular do musculo gastrocnémio entre os grupos (n=36).

Controle (n=8) W2 (n=11) W4 (n=10) W6 (n=7)
Controle (n=8) - 0,5426 0,2168 0,3302
W2 (n=11) - - 0,8885 0,9459
W4 (n=10) - - - 0,9996
W6 (n=7) - - - -

Legenda: W2= Grupo suplementado com 2g/kg/dia de Whey Proteins; W4= Grupo suplementado com 4g/kg/dia de Whey Proteins; W6= Grupo suplementado
com 6g/kg/dia de Whey Proteins; Anova One-way (p=0,000000); Post-hoc de Tukey.
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Legenda: NS p>0,05 na comparagao entre grupos.

Figura 39: Alteracao da area das células do musculo gastrocnémio.

Conforme observado nos quadros 37 e 38 e ilustrado na figura 39, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
(p>0,05) na area das células do musculo gastrocnémio nas comparacgdes entre grupos.
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6 DISCUSSAO

De acordo com resultados apresentados nos quadros 31, 32 e 33 e
ilustrados nas figuras 27, 28 e 29, a expressao génica de MTOR mRNA teve
significAncia estatistica inferior nos grupos Whey 2 (p<0,0001), Whey 4
(p<0,0001) e Whey 6 (p=0,0001) em relacao ao grupo controle, na ordem de
100%, 97% e 96%, respectivamente. Do mesmo modo, a expressao génica de
MURF-1 mRNA teve significancia estatistica inferior nos grupos Whey 2
(p<0,0001), Whey 4 (p <0,0001) e Whey 6 (p<0,0001) em relacdo ao grupo
controle, na ordem de 65%, 75% e 84%, respectivamente. Em linha, a
expressao génica MAFBX mRNA teve significancia estatistica inferior nos
grupos Whey 2 (p <0,0001), Whey 4 (p <0,0001) e Whey 6 (p<0,0001) em

relacdo ao grupo controle, na ordem de 99%, 97% e 99%, respectivamente.

Tais achados corroboram aos de Lomonosova e colaboradores (2014),
que em experimentacdo com duracdo de 48 horas, com 4 grupos
experimentais contendo 14 ratos Wistar cada, machos, com idade de 3 meses,
com massa corporal entre 254 e 276 gramas, organizados em grupo controle
(mantidas as condicdes de controle); grupo exercicio (submetidos ao
treinamento aerdbio declinado excéntrico); grupo exercicio 90 (submetidos ao
treinamento aerdbio declinado excéntrico e suplementacdo de arginina a 90
mg/kg/dia); e grupo exercicio 500 (submetidos ao treinamento aerdbio
declinado excéntrico e suplementacdo de arginina a 500 mg/kg/dia).
Analisando apenas o0s grupos sedentarios, foi relatado que a expressao génica
de MAFBx e MURF-1 foi reduzida em fung&o da suplementacdo com arginina

[ L}

(embora o autor ndo apresente o valor de “p” encontrado no teste estatistico).

Cabe ressaltar que os autores nao avaliaram a expressao génica de
MTOR mRNA e que a variavel treinamento ndo foi avaliada no presente
estudo, no entanto, a suplementacdo de aminoacidos e a suplementacao de
Whey Proteins parecem sinalizar para a reducdo da expressao génica de vias
relacionadas a degradacao proteica.

Em contraponto, Lomonosova e colaboradores (2011), em pesquisa com
duracdo de 14 dias, com 3 grupos experimentais contendo 14 ratos Wistar
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cada, machos, com idade de 10 semanas, com peso corporal de
aproximadamente 220 gramas, distribuidos em grupo controle (mantidas as
condi¢gdes de controle); grupo suspenso (membros posteriores suspensos); e
grupo suspenso suplementado (membros posteriores suspensos e a
administragdo de L-arginina 500 mg/kg com agua). Foi relatado aumento na
expressao génica de MURF-1 e MAFBX, no grupo suspenso, em comparagcao
com o grupo controle (embora o autor ndo apresente o valor de “p” encontrado
no teste estatistico). Em contraste, ndo houve diferenga na expressao génica

entre o grupo suspenso suplementado e o grupo controle.

Nesse caso, 0s autores ndo avaliaram a expressdo génica de MTOR
mRNA e utilizaram a suspensao de membros posteriores para estimular o
desuso muscular, o que néo foi avaliado no presente estudo, em adicéo, a
suplementacdo do aminoacido arginina nao foi capaz de reduzir a expressao
génica de MURF-1 e MAFBX, enquanto que, no presente estudo, a expressao
génica de ambas foi reduzida em todas as dosagens experimentais, sugerindo
gue o consumo e/ou suplementacdo de aminoacidos isolados pode nao alterar
a expressao génica dessas proteinas.

No trabalho de Mobley e colaboradores (2015), com duracdo de 180
minutos, com 4 grupos experimentais contendo de 8 a 13 ratos Wistar cada,
machos, (0 autor ndo informou a idade), com massa corporal de 250 gramas,
organizados em grupo controle (tratado com 1 ml de agua); grupo acido
fosfatidico (tratado com 0,029 gramas de acido fosfatidico); grupo Whey
(tratado com 0,193 gramas de Whey Proteins concentrado); e grupo Whey +
acido fosfatidico (tratado com 0,193 gramas de Whey Proteins concentrado e
com 0,029 gramas de acido fosfatidico). Foi relatado que houve um aumento
de 2,3 vezes na expressdo génica de MURF-1 no grupo Whey + &cido
fosfatidico em comparacdo com o controle (embora o autor ndo apresente o

valor de “p” encontrado no teste estatistico), no entanto, a expresséo génica de

MAFBx foi semelhante em ambos 0s grupos.

Nesse caso, além da diferenca temporal e de ndo avaliar a expressao
génica de MTOR mRNA, ocorreu a suplementacdo com Whey Proteins em
doses menores quando comparadas ao presente estudo (2, 4 ou 6 g/kg/dia),
sinalizando com aumento a expressao génica de MURF-1 e inalteracdo da
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expressdao génica de MAFBx entre os grupos, enquanto que no presente
estudo, com duragdo de 12 semanas, ambas as expressdes foram reduzidas
nos grupos suplementados, sugerindo assim que o consumo crénico de doses
suprafisiolégicas de Whey Proteins sdo capazes de reduzir a expressao génica
dessas proteinas.

Por outro lado, na experimentacdo realizada por Haraguchi e
colaboradores (2014), com duragdo de 8 semanas, realizada com 4 grupos
experimentais contendo 8 ratos Fischer cada, machos, com idade de 60 dias,
massa corporal de aproximadamente 110 gramas, divididos da seguinte forma:
grupo controle sedentario (racdo padrdao a base de caseina); grupo controle
exercicio (ragdo padréo a base de caseina); grupo Whey Proteins sedentario
(racao com Whey Proteins em substituicdo a caseina); e grupo Whey Proteins
exercicio (racao com Whey Proteins em substituicdo a caseina). Foi observado
que, em relagdo a expressao génica de MTOR, que o grupo Whey Proteins
exercicio apresentou valores semelhantes aos grupos controle sedentario e
Whey Proteins sedentario, no entanto apresentou diferenca significativa em
relagéo ao controle exercicio (p=0,005).

Em relagcdo a expressdo génica de MURF-1, houve uma diminuicdo
significativa nos grupos de exercicio em relagdo aos grupos sedentarios
(p<0,001), no que se refere a expressao génica de MAFBx, houve diminui¢éo
significativa nos grupos Whey Proteins, na presenga ou auséncia do exercicio

de resisténcia (p=0,008).

Nesse estudo, ocorreu a oferta de ragdo enriquecida com Whey Proteins
adicionado ao exercicio fisico, que nao foi avaliado no presente estudo. No que
se refere a expressédo génica de MTOR, os valores foram semelhantes entre o
grupo controle sedetentario e o grupo Whey Proteins sedentario, o que
discorda dos achados do presente estudo, no qual a expressdo génica de
MTOR foi menor nos grupos Whey Proteins sedentarios em comparagcéao ao

grupo controle sedentario.

A disparidade nos resultados ocorreu, possivelmente, por conta da
diferenga nas doses de Whey Proteins, sendo assim um fator modificador da

expressao génica.
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Em relagcdo & expressao génica de MAFBX, houve redugao nos grupos
que consumiram a ragao contendo Whey Proteins, corroborando com os
achados do presente estudo, no qual também houve reducdo da expressao

génica dessa proteina nos grupos suplementados com Whey Proteins.

De forma adicional, Mobley e colaboradores (2015), em pesquisa com
duracao de 180 minutos, realizada com 5 grupos experimentais contendo de 6
a 14 animais, machos, com idade entre 8 e 9 semanas, com massa corporal de
250 gramas, organizados da seguinte forma: grupo controle (mantidas as
condicoes de controle); grupo WPC (suplementado com 0,19g de proteina do
soro do leite concentrada); grupo 70W/30E (suplementado com 0,19g de
proteina, sendo 70% de proteina do soro do leite concentrada e 30%
albumina); grupo 50W/50E (suplementado com 0,199 de proteina, sendo 50%
de proteina do soro do leite concentrada e 50% albumina); e grupo 30W/70E
(suplementado com 0,19¢g de proteina, sendo 30% de proteina do soro do leite
concentrada e 70% albumina). Foi relatado que, em expressao génica de
MAFBx, ndo houve alteragédo nos 90 minutos iniciais em todos os grupos, mas
aumentou no grupo 70W/30E em comparacao ao controle (p=0,049) 180

minutos apo6s a suplementacao.

Ja em relacdo a expressdao de MURF-1, foi relatado que ndo houve
alteracdo nos 90 minutos iniciais em todos os grupos, mas aumentou nos
grupos WPC e 70W/30E em comparacao ao controle (p=0,020 e p=0,032,

respectivamente) 180 minutos apos a suplementagéo.

Nesse estudo, no qual os autores ndo avaliaram a expressao génica de
MTOR mRNA e de duragao inferior ao presente estudo, foram suplementadas
Whey Proteins e/ou albumina, diferente do presente estudo, onde foi
suplementada somente a proteina do soro do leite. No que se refere a
expressao génica de MURF-1 e MAFBX os resultados discordam dos achados
no presente estudo, no qual houve uma acentuada reducdo na expressao
génica dessas proteinas. Essa diferenca encontrada pode ser explicada pelo
conteudo total de proteina suplementada e pela duranc¢ao do estudo.

Da mesma forma, na pesquisa realizada por Batistela e colaboradores
(2014), com duracdo de 15 dias, realizada com 2 grupos experimentais
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contendo 7 animais cada, machos, com idade entre 30 dias, com massa
corporal de 95 gramas, organizados da seguinte forma: grupo controle
(recebeu dieta contendo 63% de carboidratos e 17% de proteinas) e grupo
LPHC (recebeu dieta contendo 74% de carboidrato e 6% de proteina). Foi
relatado que a expressao génica de MURF-1 e MAFBx foi reduzida em 57% e
34%, respectivamente, nos animais do grupo LPHC (embora os autores nao

apresentem o valor do “p” encontrado no teste estatistico).

Nesse estudo, os autores ndo avaliaram a expressao génica de MTOR
MmRNA e modularam macronutrientes da dieta para observar a alteracdo da
expressao génica, ndao sendo o foco do presente estudo.

No que se refere a expressdao génica de MURF-1 e MAFBX, os
resultados discordam dos achados no presente estudo, uma vez que o
conteudo de Whey Proteins suplementado no presente estudo promoveu a
reducado na expressao génica dessas proteinas.

Na investigacdo de Luo e colaboradores (2010), com duracdo de 14
dias, com 3 grupos experimentais com 10 ratos Sprague-Dawley cada,
machos, (o autor ndo informou a idade), com massa corporal de 62,55 gramas,
agrupados em grupo caseina (submetido ao consumo controlado de racao a
base de caseina); grupo soja (submetido ao consumo controlado de racdo a
base de proteina isolada da soja); e grupo zeina (submetido ao consumo
controlado de racao a base de proteina do milho). Foi relatado que a expressao
génica de MTOR aumentou no grupo zeina (embora o autor ndo apresente o

([l

valor de “p” encontrado no teste estatistico).

Em relacdo a expressédo génica de MURF-1, houve aumento significativo
de aproximadamente 8 vezes no grupo zeina em comparagdo com O grupo
caseina e o grupo soja (p=0,003).

Em linha, a expressdo génica de MAFBx foi 4 vezes maior no grupo
zeina em compara¢do com 0 grupo caseina e o grupo soja (embora o autor

(el

nao apresente o valor de “p” encontrado no teste estatistico).

Nesse estudo, 3 fontes proteicas foram utilizadas para avaliar a

modificacdo da expressdo génica de vias de sintese e degradacao proteica,
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diferindo no presente estudo na fonte proteica e no tempo de exposigdo ao
consumo proteico. Nesse sentido, os resultados encontrados no aumento da
expressao de MTOR, MURF-1 e MAFBX no grupo suplementado com proteina
de milho sdo opostos ao do presente estudo, no qual houve redugdo na
expressao dessas mesmas proteinas nos 3 grupos suplementados.

O autor discute que o aumento na expressao dessas proteinas pode
estar relacionado ao aumento do pool de aminoacidos provocado pela
exposicao a racao enriquecida com proteina do milho, ndo promovendo dessa
forma a degradacdo proteica, uma vez que ocorreu aumento nas vias de

sintese e de degradacao.

Nesse mesmo sentido, a reducdo da expressdao génica dessas 3
proteinas no presente estudo ndao podem ser diretamente relacionadas a
degradacao proteica, uma vez que houve diminuigdo nas vias de sintese e nas
vias de degradacdo, sugerindo uma menor utilizacdo dos aminoacidos
provenientes da suplementacdao de Whey Proteins e do consumo de racéo,
sugerindo assim uma estabilizacdo entre a sintese e a degradacéo proteica.

Esses resultados sdo suportados pela convergéncia entre os grupos
experimentais da estabilizacdo da massa corporal, da equivaléncia da massa

relativa do musculo gastrocnémio e da area celular do musculo gastrocnémio.

Portanto, a suplementacao de proteinas do soro do leite nas doses de 2,
4 e 6 g/kg/dia por 12 semanas em animais sedentarios nao foi capaz de gerar
efeitos positivos sobre a hipertrofia muscular.
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7 CONCLUSAO

Os achados deste estudo suportam a hipétese alternativa, confirmando
que a suplementacdo com proteinas do soro do leite nas doses de 2, 4 e 6
g/kg/dia é capaz de alterar a expressdo génica de MTOR mRNA, MURF-1
MRNA e MAFBX mRNA.

Nesse sentindo, a suplementacao de Whey Proteins nas doses 2,4 e 6
g/kg/dia néo foi capaz de aumentar a expressdo de MTOR mRNA, no entanto,
foi capaz de reduzir a expressao génica de MURF-1 mRNA e MAFBX mRNA.

O somatério desses efeitos ndo necessariamente estd ligado ao
aumento da sintese proteica, uma vez que houve reducao tanto na via de
sintese como na via de degradacéao, proporcionando assim uma estabilizacao
fisiolégica dentro dos parametros avaliados.

Sugerimos, portanto, que o desenvolvimento do caminho metabdlico
seja melhor avaliado, especialmente no que se refere a quantificacdo e
fosforilacdo dessas proteinas, bem como o efeito do tratamento sobre a taxa de

sintese proteica miofibrilar.
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10 ANEXOS

Anexo | - Parecer Consubstanciado Inicial de Aprovagdo na Comissao

de Etica no Uso de Animais - CEUA.
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Anexo Il — Laudos de Comprovacao de qualidade do H.l. Whey Protein



°®
g la n b I a ALLERGEN & SENSITIZER INFORMATION

AND SURVEY FORM

Date: January 11, 2009 Manufacturer’s Name: Glanbia Foods, Inc.

Ingredient Name: Provon 292

Does the ingredient contain any of the following allergenic or sensitizing components, even if
minor or trace amounts, such as incidental additives or process aids? Indicate even if components
are found in the ingredient listing. If this ingredient is produced on shared equipment with other
allergens or sensitizes, please indicate.

Allergen Food Does this ingredient | Provide the Is this

Source or it’s Contain any Foods| Specific Source Ingredient

Derivatives Listed in Column 1 Produced on
Shared Equipment
With other Pdts.
Containing Foods
From Column 1

Peanuts NO NO

Peanut Oil NO NO

Dairy/Milk YES Bovine NO

Egg NO NO

Fish NO NO

Shellfish NO NO

Soy YES Lecithin NO

Wheat NO NO

Almonds NO NO

Almond Oil NO NO

Brazil Nuts NO NO

Cashews NO NO

Hazelnuts NO NO

Macadamia Nuts NO NO

Pecans NO NO

Pine nuts NO NO

Pistachios NO NO

Walnuts NO NO

Other Tree Nuts NO NO

Other Tree Nut Oils NO NO

Sesame Seeds NO NO

Wheat Gluten NO NO

Rye Gluten NO NO

Oat Gluten NO NO

Barley Gluten NO NO

Sulfites NO NO

Tartrazine NO NO




°®
g la n b I a ALLERGEN & SENSITIZER INFORMATION

AND SURVEY FORM

Date: January 6, 2010 Manufacturer’s Name: Glanbia Foods, Inc.

Ingredient Name: Thermax 690

Does the ingredient contain any of the following allergenic or sensitizing components, even if
minor or trace amounts, such as incidental additives or process aids? Indicate even if components
are found in the ingredient listing. If this ingredient is produced on shared equipment with other
allergens or sensitizes, please indicate.

Allergen Food Does this ingredient | Provide the Is this

Source or it’s Contain any Foods| Specific Source Ingredient

Derivatives Listed in Column 1 Produced on
Shared Equipment
With other Pdts.
Containing Foods
From Column 1

Peanuts NO NO

Peanut Oil NO NO

Dairy/Milk YES Bovine NO

Egg NO NO

Fish NO NO

Shellfish NO NO

Soy NO NO

Wheat NO NO

Almonds NO NO

Almond Oil NO NO

Brazil Nuts NO NO

Cashews NO NO

Hazelnuts NO NO

Macadamia Nuts NO NO

Pecans NO NO

Pine nuts NO NO

Pistachios NO NO

Walnuts NO NO

Other Tree Nuts NO NO

Other Tree Nut Oils NO NO

Sesame Seeds NO NO

Wheat Gluten NO NO

Rye Gluten NO NO

Oat Gluten NO NO

Barley Gluten NO NO

Sulfites NO NO

Tartrazine NO NO




Glanbia Foods Inc.
121 4™ Ave. S.
Twin Falls, ID 83301

. Phone 208-733-7555
glanbia

January 1, 2016
Anti-Doping Compliance

In regards to the following lists:
e Annex A of NSF306-Certification Guideline for Athletic Banned Substances
e NFL/NFLPA Banned Substances List
e World Anti-Doping Agency (“WADA”) 2016 Prohibited List

None of the substances listed by these codes are added to any of Glanbia’s products.
Whey products may contain trace amounts of naturally-occurring hormones and growth
factors, but no attempt is made on the part of the manufacturer to add such compounds to
the products or to concentrate existing compounds within the products.

Sincerely,

T

Brad Slater
Director of Quality
Glanbia Foods Inc.



SWC

Southwest Cheese

To whom it may concern: January 5, 2016

Drug residue testing and farm surveillance for these substances is regulated by the Center for
Veterinary Medicine (CVM) of the Food and Drug Administration. CVM regulates the
manufacture and the distribution of additives and drugs given to animals. These include food
additives and drugs for pets. CVM is responsible for regulating drugs, devices, and food
additives given to, or used on, pets, farm animals, poultry, cattle, swine, chickens, turkeys,
horses, dogs, and cats.

Appendix N of the Pasteurized Milk Ordinance defines the drug residue testing and farm
surveillance program for milk in the United States. Industry shall screen all bulk milk pickup
tankers for beta-lactam drug residues. Additionally, FDA screens for other drug residues,
employing a random sampling program on bulk milk pickup tankers. The random bulk milk
pickup tanker sampling program shall represent and include, during any consecutive six months
at least 4 samples collected in at least 4 months. These samples are tested by an FDA laboratory.
Bulk milk testing shall be completed prior to processing.

“Safe levels” are used by FDA as guides for prosecutorial discretion. They do not legalize
residue found in milk that are below the safe level. “Safe levels” are not and cannot be
transformed into tolerances.

Southwest Cheese Company evaluates incoming milk supplies in accordance to Appendix N of
the Pasteurized Milk Ordinance. The following routine drug residues are tested for and included
is the “safe level” that corresponds to the drug.

Penicillin G S ppb

Amoxicillin 10 ppb
Ampicillin 10 ppb
Ceftiofur 50 ppb
Cephapirin 20 ppb

Cloxacillin 10 ppb



SWC

Southwest Cheese

The amphenicol chloroamphenicol family of antibiotics includes such drugs as
chloroamphenicol, florfenicol, and thiamphenicol. Chloroamphenicol has been banned for use in
food producing animals. Tolerance and/or safe levels have a zero tolerance criteria.

The aminoglycosides antibiotic family includes streptomycin, gentamycin, neomycin,
kanamycin, and others. Extra-label drug use must include a sufficiently extended withdrawal
period so that no residues are found in meat and/or milk. Dairy Producers using aminoglycosides
and veterinarians prescribing the use

of aminoglycosides will be in indefensible position should residues be found. Zero tolerance
levels are inferred by regulation.

The macrolide family of antibiotic includes the well known drugs erythromycin, pirlimycin,
lincomycin, tylosin, spiramycin and tilmicosin.

Spectinomycin is an antibiotic that functions as a bacteriostatic compound through the inhibition
of protein synthesis in bacteria.

The Food and Drug Administration has amended tolerance levels for the combination of
oxytetracycline, chlorotetracycline, and tetracycline residues in milk. The Center for
Veterinarian Medicine has reevaluated toxicity and metabolism data used to establish
oxytetracycline tolerance levels. The previous accepted safe levels for oxytetracycline,
chlorotetracycline, and tetracycline in milk were 30 ppb, 30 ppb, and 80 ppb, respectively for a
sum of 140 ppb. The new combined tolerance level is 300 ppb. There are no approved FDA-
approved rapid screening tests for tetracycline in raw co-mingled milk.

“Safe levels” for sulfamethazine and sulfadimethoxine are stated as 10 ppb.

fA=

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company



SWC

Southwest Cheese

January 5, 2016

Anti-Doping Compliance

In regards to the following lists:

e Annex A of NSF306-Certification Guideline for Athletic Banned Substances
e NFL/NFLA Banned Substances List
e World Anit-Doping Agency (“WADA”) 2012 Prohibited List

None of the substances listed by these codes are added to any of Southwest Cheese’s products.
Whey products may contain trace amounts of naturally-occurring hormones and growth factors,
but no attempt is made on the part of the manufacturer to add such compounds to the products or
to concentrate existing compounds within the products.

Regards,
g i
/ '(_/——

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company



glanbia

Glanbia Foods Inc.
121 4™ Ave. S.

Twin Falls, ID 83301
Phone 208-733-7555
Fax 208-733-9222

January 1, 2016

Bovine Spongiform Encephalopathy

To whom it may concern,

This is to

1.

certify that Dairy Products manufactured by Glanbia Foods Inc.

Are derived solely from fresh cow’s milk.

2. The milk from which the product has been prepared has been heat

Sincerely

treated at a minimum temperature of 75 C for a period of at least
15 seconds.

. That Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) has never been

detected in milk and there is not any scientific doubt about the
absence of BSE in milk and therefore the mentioned product is
regarded to be free from BSE and in this respect completely safe
for human consumption.

The product has been prepared from milk originating from cows
being under sanitary control of the State of Idaho, United States
Department of Agriculture, and the Federal Food and Drug
Administration.

WYMA&PL%-& 7
Mary Pierson

Director of Quality Assurance
Glanbia Foods Inc.



Southwest Cheese Co., LLC

P O. Box 1509
SW‘ 1141 Curry Road 4
Clovis, NM 88101

Southwest Cheese Tel: 575.742.9200
Fax: 575.769.1494
BSE CERTIFICATE

This is to certify that the milk sourced in the making of cheese and whey products from the Southwest
Cheese Company:

1. Is derived solely from fresh cow’s milk

2. The milk from which the product has been prepared has been heat treated at a minimum
temperature of 161°F for a period of at least 15 seconds.

3. That Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) has never been detected in milk and there is not any
scientific doubt about the absence of BSE in milk and therefore the mentioned product is regarded to be
free from BSE and in this respect completely safe for human consumption.

4. The product has been prepared from milk originating from cows being under sanitary control of the
State of New Mexico, United States Department of Agriculture, and the Federal Food and Drug
Administration.

5. The US prohibits the feeding of meat and bone meal or other feeds which may have ruminant
proteins (except for dairy proteins) to ruminant animals. This regulation is effectively enforced.

Regards,

Date: January 5, 2016

Signature of Authorized Representative
Brad Slater

Quality Assurance Director

Southwest Cheese Company

www, southwestcheese com
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Glanbia Foods Inc.
121 4™ Ave. S.

Twin Falls, ID 83301
Phone 208-733-7555

g la n b i ) Fax 208-733-9222

January 1, 2015

Certificate of Heavy Metal

Glanbia Foods, Inc. certifies that Thermax 690 produced at its manufacturing facilities
meet the general Codex monograph specifications for heavy metals in whey products of
less than 5 mg/kg (Pb) and lead and Arsenic not more than 0.5 mg/kg. Analytical results
for Thermax 690 in this past year indicate

Heavy metal Result Method
Arsenic <0.02 ppm SM3113D
Lead <0.01 ppm SM3113B
Mercury <0.01 ppm SM3112D
Chromium <0.02 ppm SM3113B
Copper <0.7 ppm AOAC969.23
Selenium <0.7 ppm AOAC969.23
Silver <0.01 ppm AOAC 969.23
Cadmium <0.01 ppm SM3113B
Sincerely,
Wyatt Bordewyk

Contract Manufacture Quality Assurance Manager
Glanbia Nutritionals, Inc.




Glanbia Nutritionals

[ ]
®
g[anb|a

Twin Falls, ID 83301

PH: (208) 733-7555 NUTRITIONALS

FX: (208) 733-9222

July 6, 2016

Aflatoxin Testing

Glanbia Nutritionals is committed to producing safe and wholesome foods and food ingredients. To ensure
that only safe foods are produced, Glanbia Nutritionals has implemented an extensive quality assurance
program. Part of the quality assurance program includes testing for aflatoxin, yeast, and mold.

The products made by Glanbia Nutritionals are tested regularly for the presence of aflatoxin. As aflatoxins
are produced by molds, Glanbia Nutritionals tests every lot for yeast and mold. If a product fails to meet
internal specifications for Y&M it will not be sold as premium grade product.

Glanbia Nutritionals’ quality assurance programs ensure our products are safe and are produced using good

manufacturing practices. Our goal is to continue to deliver the safest and highest quality products possible.

Regards,

Y el

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company



5500 Nobel Dr Suite 250,
Fitchburg, W1 53711
USA

glanbia

TF: 800 336 2183 nutritionals
PH: 608 316 8500

FX: 608 316 8504

www.glanbianutritionals.com

7. All domestic and foreign facilities that were engaged in the manufacture, processing, packing, or
holding of each and every such article (excluding only “food contact materials” as defined) are
registered with the U.S. Food and Drug Administration as required by the Public Health Security and
Bioterrorism Preparedness and Response Act of 2002 and regulations promulgated thereunder (the
“Bioterrorism Act”). Seller will comply with all the recordkeeping requirements of the Bioterrorism
Act applicable to “non-Transporters” with respect to the Product;

8. Produced and sold in compliance with the U.S. Fair Labor Standards Act of 1938, as amended, and
rules, regulations and orders of the administrator of the Wage and Hour Division issued under
Section 14 thereof;

This is a continuing guarantee and this guarantee supersedes and revokes all previous continuing
guarantees provided by Seller to Buyer for the Product.

GMO Status
The above-mentioned product is negative when tested for the presence of genetic modification markers
via DNA extraction and PCR reactions. Currently, the limit of detection is <0.1%.

Gluten
The above-mentioned product does not contain any type of gluten, nor is it produced in a facility that
handles any type of gluten products.

Kosher
The above-mentioned product is suitable for Kosher diet and is certified Kosher.

Halal
The above-mentioned product contains less than 0.5% of ethyl alcohol, does not contain pork or any
other animal derived products (beyond dairy), and is suitable for Halal diet. It is Halal certified.

EU Certificate of Conformance

The above-mentioned product is produced from raw milk meeting the somatic cell count (400,000 per
mL) and bacterial standard plate count (100,000 per mL) requirements of the European Commission
Council Directive 853/2004 Annex lll, Section IX, Chapter |, Ill Criteria for Raw Milk.

FDA-Issued EU Approval Number for Primary Manufacturing Facility: 2116263

Vegetarian / Vegan
The above-mentioned product is suitable for vegetarians. It is not suitable for vegans.

Allergen Statement



glanbia

NUTRITIONALS

To Whom It May Concern:

GMO Statement

Glanbia Nutritionals, Inc
5500 Nobel Dr, Suite 250
Fitchburg, W1 53711

USA

TF: 800 336 2183
PH: 608 316 8500
FX: 608 316 8504

This is to certify that Thermax 690 manufactured by Glanbia Nutritionals, Inc. is negative when tested for
the presence of genetic markers by DNA extractions and PCR reactions at detection limits of 0.1%

Sincerely,

= A s
oF 0 ,,K-/ f
€ LEA \ 4
e L7 I

Zach Lloyd
Compliance Quality Manager
Glanbia Nutritionals, Inc.

[

Dated: February 4, 2016



Southwest Cheese Co., LLC

P O. Box 1509
SW‘ 1141 Curry Road 4
Clovis, NM 88101

Southwest Cheese Tel: 575.742.9200
Fax: 575.769.1494

GMP STATEMENT

We certify that the Southwest Cheese Company follows GMP (Good Manufacturing Practices)
standards for food product processing and according to regulations established by the United
States Food and Drug Administration for all food products to be sold for human consumption
within the State of New Mexico, inter-states and/or to be exported from the United States of
America.

g

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company

Date: January 5, 2016




Southwest Cheese Co., LLC

P O. Box 1509
SW‘ 1141 Curry Road 4
Clovis, NM 88101

Southwest Cheese Tel: 575.742.9200
Fax: 575.769.1494

Dated: January 5, 2016

HACCP Certificate

Southwest Cheese Company follows a documented Hazard Analysis Critical Control Point
(HACCP) plan based on International Dairy Foods Association’s recommendations. Southwest
Cheese Company carries the strong belief HACCP is not a stand-alone system and that
prerequisite programs must be in place to ensure an effective HACCP plan. The HACCP program
follows the seven principles of HACCP as defined by the Codex Guidelines.

Principle 1: Hazard Analysis.

Principle 2: Determine Critical Control Point(s) CCP’s.

Principle 3: Establish critical limit(s).

Principle 4: Establish monitoring frequencies.

Principle 5: Establish the corrective action.

Principle 6: Establish verification.

Principle 7: Establish documentation.

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company

www, southwestcheese com
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THE ISLAMIC FOOD AND NUTRITION COUNCIL OF AMERICA
Lda)l 5 o 13 S YT Y

IFANCA HALAL PRODUCT CERTIFICATE

Document No.: SOU.4272. 12903. 170019. US
SOUTHWEST CHEESE COMPANY Date: March 15, 2017
1141 Curry County Road #4
Clovis, New Mexico 88101 USA

To Whom It May Concern:
This is to certify that SOUTHWEST CHEESE COMPANY produces Halal products under the supervision of the
Islamic Food and Nutrition Council of America (IFANCA) at the following location:

Clovis, New Mexico 88101 USA
USDA Plant: 35-0520

The following products are certified to be Halal. The company may use the Crescent-M Halal logo.
CHEESE (40# & 640#)

Colored Cheddar

White Cheddar

Colby

Colby Jack

Monterey Jack

Asadero

Pepper Jack

Mozzarella

Muenster

Gouda

Queso

Egmont

WHEY POWDER

Provon 192 — WPI

Provon 292 — Instantized WPI
Provon 392 — Agglomerated WPI
Avonlac 170

Avonlac 180

Avonlac 182 — 80% WPC

Avonlac 282 — Intantized 80 % WPC
Avonlac 382 — Agglomerated 80% WPC
Thermax 70

Thermax 72

Thermax 82

Optisol 1001

Optisol 1002

Optisol 1290

OTHER ITEMS

. Whey Cream

e  Sweet Cream

. Whey Permeate

This certificate is valid until April 30, 2018 and subject \tor mnpowal at that time.

Muhammad Munir Chaudry, P
President

IFANCA Head Office = 777 Busse Highway < Park Ridge, lllinois 60068 USA « Tel: (847) 993-0034 -« Fax: (847) 993-0038
WWW.IFANCA.ORG L1014IF
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THE ISLAMIC FOOD AND NUTRITION COUNCIL OF AMERICA

IFANCA HALAL PRODUCT CERTIFICATE Yo dalgd

This is to certify that the following product(s) have been produced under the supervision of the Islamic Food and Nutrition Council of America (IFANCA®).
The production facility as well as component ingredients have been reviewed and approved. The product(s) are in compliance with the halal requirements
under Islamic laws.

Date: March 14, 2017
Document #: 1354.3460.11170028

Company Name & Address: Glanbia Nutritionals Inc. 5500 Nobel drive, Suite 250, Fitchburg, Wisconsin 53711 USA
Plant Name & Address: Mullins Whey Inc. 598 Seagull Drive, Mosinee, Wisconsin 54455 USA
Plant USDA: 55-1854

Product Name Product Code Halal-ID Product Certificate #

. Avonlac 182 - B33210 HC-16GL4D50
. Avonlac 260 - B15552 HC-16GLJV02
. Avonlac 282 - A51844 HC-16GLOY47
. Avonlac 382 - B57614 HC-16GLJ923

. Provon 192 1069906 B25720 HC-16GL8G16
Provon 290 IF - A95234 HC-16GLWA46
Provon 290 Improved Flavour - A93916 HC-16GLC437
Provon 292 - A17535 HC-16GLN102

1
2
3
4
5
6.
7.
8.

' ~ Wi
Mflﬁ@u{m\ 7 \\\\\\\‘\\\g\\&\mmr;%//%
Muhammad Munir Chaudrym T ORPORY /\o
i PAY (ol
President S Y
This certificate is valid until March 31, 2018 and subject to renewal at that time.

\ Page 1 of 1 MEMBER

1 982\.\\\\\\\\\\

i

WWW.IFANCA.ORG + IFANCA Head Office + 777 Busse Highway + Park Ridge, lllinois 60068 USA ¢ Tel: (847) 993-0034 - Fax (847) 993-0038 DIG0135404ICP1E




Southwest Cheese Co., LLC

P O. Box 1509
SWC s
Clovis, NM 88101

_Southwest Cheese Tel: 575.742.9200
Fax: 575.769.1494

Halal Statement

To whom it may concern:

Southwest Cheese Company, LLC products are free of alcohol and swine products, and are certified as
Halal under the supervision of the Islamic Food and Nutrition Council of America (IFANCA).

Sincerely,

W January 5, 2016

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company

wwwsoulhwestcheesecom



Southwest Cheese Co., LLC

T P O. Box 1509
SW‘ 1141 Curry Road 4
Clovis, NM 88101
1} Southwest Cheese Tel: 575.742.9200

Fax: 575.769.1494

Certificate of Guarantee-Heavy Metals
Provon 292

Such product is not adulterated or misbranded within the meaning of the Federal Food, Drug, and Cosmetic Act.
Such product is not an article, which may not, under the provisions of Sections 404 and 505 of said Federal Act,

be introduced into interstate commerce, and is not adulterated or misbranded within the laws or ordinances to
which the article is shipped.

Southwest Cheese further guarantees that our Provon 292 is tested annually continually testing at levels of:
e Arsenic< 0.5 ppm
e Cadmium < 0.5 ppm
e Lead < 0.5 ppm

e Mercury < 0.5 ppm

Sincerely, January 6, 2016

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company



Glanbia Foods, Inc.
121 4™ Ave. S.

o
Twin Falls, Idaho 83301
glanbia

Fax: 208-733-9222

January 1, 2016

Certificate of Irradiation

To whom it may Concern:

Glanbia Foods, Inc. does not use irradiation or any source of ionizing radiation to extend shelf-
life or control microbial spoilage on any food products manufactured at its locations. This
guarantee is extended to all products manufactured at our Richfield, ldaho, Twin Falls, Idaho,
and Gooding, Idaho locations.

Sincerely

vmma?m o
Mary Pierson

Director of Quality Assurance
Glanbia Foods Inc.



December 1, 2016

UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 e Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

To Whom It May Concern:

This is to certify that the following food items produced, by SOUTHWEST CHEESE COMPANY in
CLOVIS, NEW MEXICO, Plant Number 35-05-20, is produced under the Kashrut supervision and
endorsement of the UMK (United Mehadrin Kosher), and accordingly is KOSHER.

Product
Avonlac 170
Avonlac 180
Avonlac 182
Avonlac 282
Optisol 1002
Optisol 1290
Optisol 1001
Permeate
Provon 192
Provon 292
Provon 392
Thermax 70
Thermax 72
Thermax 82
Sweet Cream
Whey

Whey Cream

Status
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy
Dairy

Restriction
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D

This certificate is valid through November 30, 2017 and is subject to renewal at that time.

Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

e

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Rabbi Asher Zeilingold ~ Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.

Executive Director UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a
'D' (Dairy) next to the symbol.

Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.

Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Southwest Cheese Company

Valid through 11/30/2017

Page 1 of 1

An affiliate of Bet Kahilla Community Service Bureau Social Service Organization of Bet Kahilla of St. Paul, Minnesota



UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 e Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

March 1, 2017

TO WHOM IT MAY CONCERN
This is to certify that the following food items manufactured by GLANBIA FOODS Inc. of TWIN
FALLS, IDAHO, in GOODING, IDAHO, at USDA PLANT # 16-61 are under the Kashrut supervision
and endorsement of UMKosher (United Mehadrin Kosher) and accordingly are KOSHER.

Bulk transport requires separate kosher certification.

Product Status Restriction
Avonlac 134 Dairy UMK-D
Avonlac 134G Dairy UMK-D
Bioferrin 1000 Dairy UMK-D
Bioferrin 2000 Dairy UMK-D
Bioferrin 3000 Dairy UMK-D
Bioferrin 4000 Dairy UMK-D
Bioferrin 5000 Dairy UMK-D
Co-Isolate Dairy UMK-D
Lactose Dairy UMK-D
Rejuverrin Dairy UMK-D
Thermax Dairy UMK-D
Whey Cream Dairy UMK-D
Whey Factor Isolate Dairy UMK-D
Whey Protein Isolate Dairy UMK-D
Whey Protein NXP Dairy UMK-D

This certificate is valid through February 28, 2018 and is subject to renewal at that time.
Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

e

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Rabbi Asher Zeilingold ~ Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.
Executive Director UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a
'D' (Dairy) next to the symbol.
Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.
Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Glanbia Foods Inc. Valid through 02/28/2018 Page 1 of 1

An affiliate of Bet Kahilla Community Service Bureau Social Service Organization of Bet Kahilla of St. Paul, Minnesota



UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 e Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

March 1, 2017
TO WHOM IT MAY CONCERN
This is to certify that the following food items manufactured for GLANBIA FOODS Inc. of TWIN

FALLS, IDAHO, at Plant No. 55-1854 are under the Kashrut supervision and endorsement of UMKosher
(United Mehadrin Kosher) and accordingly are KOSHER.

Product Status Restriction
Provon 192 Dairy UMK-D
Provon 292 Dairy UMK-D
Provon 290 IF Dairy UMK-D

This certificate is valid through February 28, 2018 and is subject to renewal at that time.
Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

e

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Rabbi Asher Zeilingold ~ Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.
Executive Director UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a
'D' (Dairy) next to the symbol.
Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.
Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Glanbia Foods Inc. Valid through 02/28/2018 Page 1 of 1

An affiliate of Bet Kahilla Community Service Bureau Social Service Organization of Bet Kahilla of St. Paul, Minnesota



March 1, 2017

UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 e Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

TO WHOM IT MAY CONCERN

This is to certify that the following food items manufactured by GLANBIA FOODS Inc. of TWIN
FALLS, IDAHO, in RICHFIELD, IDAHO, at USDA PLANT # 16-60 are under the Kashrut supervision
and endorsement of UMKosher (United Mehadrin Kosher) and accordingly are KOSHER.

Product Status
Actinos G2 Dairy
Alpha Lactalbumin Dairy
Avonlac 170 Dairy
Avonlac 180 Dairy
Avonlac 185 Dairy
Barflex 171 Dairy
Barflex 181 Dairy
BarFlex 185 Dairy
BarFlex 188 Dairy
BevFlex 191 Dairy
BevWise A-100W Dairy
BevWise [-300W Dairy
CAPOLAC MM-0525 BGU Dairy
CFM Nitro P Dairy
CVH 15 Dairy
CVH 47 Dairy
GelWise 100W Dairy

Restriction
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D
UMK-D

This certificate is valid through February 28, 2018 and is subject to renewal at that time.

Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

e

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Rabbi Asher Zeilingold ~ Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.

Executive Director UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a
'D' (Dairy) next to the symbol.

Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.

Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Glanbia Foods Inc.

Valid through 02/28/2018

Page 1 of 4

An affiliate of Bet Kahilla Community Service Bureau Social Service Organization of Bet Kahilla of St. Paul, Minnesota



UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 @ Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

March 1, 2017
TO WHOM IT MAY CONCERN
This is to certify that the following food items manufactured by GLANBIA FOODS Inc. of TWIN

FALLS, IDAHO, in RICHFIELD, IDAHO, at USDA PLANT # 16-60 are under the Kashrut supervision
and endorsement of UMKosher (United Mehadrin Kosher) and accordingly are KOSHER.

Product Status Restriction
GelPro 30 Dairy UMK-D
NOP-47 Dairy UMK-D
Micellar Whey Dairy UMK-D
Optisol 1000 Dairy UMK-D
Optisol 1200 Dairy UMK-D
PepForm Arginine Dairy UMK-D
PepForm A-Tryptophan Dairy UMK-D
PepForm A-Fatigue Fighter Dairy UMK-D
PepForm A BCAA 2-1-1 Dairy UMK-D
PepForm BCAA 2-1-1 Dairy UMK-D
PepForm Carnitine Dairy UMK-D
PepForm Citrulline Dairy UMK-D
PepForm Creatine Dairy UMK-D
PepForm Glutamine Dairy UMK-D
PepForm Leucine Dairy UMK-D
PepForm Micellar Leucine Dairy UMK-D
PepForm Tryptophan Dairy UMK-D
PhytoForce Fenugreek Dairy UMK-D

This certificate is valid through February 28, 2018 and is subject to renewal at that time.
Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

e

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.

UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a 'D' (Dairy)
next to the symbol.

Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.

Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Glanbia Foods Inc. Valid through 02/28/2018 Page 2 of 4



UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 @ Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

March 1, 2017
TO WHOM IT MAY CONCERN
This is to certify that the following food items manufactured by GLANBIA FOODS Inc. of TWIN

FALLS, IDAHO, in RICHFIELD, IDAHO, at USDA PLANT # 16-60 are under the Kashrut supervision
and endorsement of UMKosher (United Mehadrin Kosher) and accordingly are KOSHER.

Product Status Restriction
PhytoForce Tongkat Ali Dairy UMK-D
Provon 190 Dairy UMK-D
Provon 190 HS Dairy UMK-D
Provon 195 Dairy UMK-D
Provon 690 Dairy UMK-D
Provon 990 Dairy UMK-D
Salibra 700 Dairy UMK-D
Salibra 800 Dairy UMK-D
Salibra 850 Dairy UMK-D
Salibra NT Dairy UMK-D
Activated Thermax 690 Dairy UMK-D
Thermax 690 Dairy UMK-D
Thermax 695 Dairy UMK-D
Thermax 70 Dairy UMK-D
Trucal D-50 Dairy UMK-D
Trucal D-7 Dairy UMK-D
Trucal D-7 FX Dairy UMK-D
Trucal D-50 FX Dairy UMK-D

This certificate is valid through February 28, 2018 and is subject to renewal at that time.
Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

e

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.

UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a 'D' (Dairy)
next to the symbol.

Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.

Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Glanbia Foods Inc. Valid through 02/28/2018 Page 3 of 4



UMKosher

United Mehadrin Kosher
1001 Prior Ave. S. @ St. Paul, MN. 55116
Phone: (651) 698-8300 @ Fax: (651) 690-1144
E-mail: rabbiz@umkosher.com

March 1, 2017
TO WHOM IT MAY CONCERN
This is to certify that the following food items manufactured by GLANBIA FOODS Inc. of TWIN

FALLS, IDAHO, in RICHFIELD, IDAHO, at USDA PLANT # 16-60 are under the Kashrut supervision
and endorsement of UMKosher (United Mehadrin Kosher) and accordingly are KOSHER.

Product Status Restriction
VPO-Max Dairy UMK-D
Whey Protein Concentrate Dairy UMK-D

This certificate is valid through February 28, 2018 and is subject to renewal at that time.
Sincerely

UNITED MEHADRIN KOSHER

S

Rabbi Asher Zeilingold
Executive Administrator

Dairy - when bearing the UMK symbol must have a 'D' (Dairy) next to the symbol.

UMK - acceptable only when bearing the UMK symbol, or the letters UMK. If it is a dairy product it must have a 'D' (Dairy)
next to the symbol.

Rabbi's stamp - acceptable only when the package bears the stamp of UMKosher.

Lot L.O.C. - acceptable only with a Letter of Certification for the specific lot number.

Glanbia Foods Inc. Valid through 02/28/2018 Page 4 of 4



Southwest Cheese Co., LLC

- —— P O. Box 1509
SW 1141 Curry Road 4
( : Clovis, NM 88101

Southwest Cheese Tel: 575.742.9200
Fax: 575.769.1494

Mycotoxin Statement

To Whom It May Concern:

Mycotoxins are highly toxic fungal metabolites that occur in fungal-infected wheat products, seed crops
and peanuts. Because Southwest Cheese is a Co-Operative we also have control over the Dairies
supplying raw milk to our plant.

Dairy products are of low risk from most Mycotoxins because the cow is able to prevent most
Mycotoxins that might be consumed in her feed from entering the milk. Southwest Cheese routinely
tests our raw milk and finished products for Aflatoxin M1. Our limit is < 20 ppt for Aflatoxin M1.

Regards,

Date: January 6, 2016

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company



Southwest Cheese Co., LLC

P O. Box 1509
SW‘ 1141 Curry Road 4
Clovis, NM 88101

Southwest Cheese Tel: 575.742.9200
Fax: 575.769.1494

Certificate of Pesticide Analysis

Glanbia Foods Inc. has initiated a pesticide monitoring program in order to determine the risk
of pesticides in cheese and whey products. Residues include: Organophosphorous pesticides,
Organosulfur pesticides, Phenylurea Herbicides, Carbamate Pesticides, Organonitrogen
Pesticides, and Halogenated Pesticides.

Since the inception of the program, no pesticides or herbicides have been detected.

Pesticides are not introduced at any stage of the manufacturing process of cheese and whey
products.

Testing is conducted by a 3" party lab, Exova.

Sincerely,

Date: January 5, 2016

Brad Slater
Quality Assurance Director
Southwest Cheese Company

www, southwestcheese com

— - . ~ - - e S — e i, e Pl e i, g O s gt M e I b b — e S —— o —



Glanbia Foods Inc.
121 4™ Ave. S.
Twin Falls, ID 83301

: Phone 208-733-7555
g la n b ia Fa;) 2%8—733—9222

Certificate of Pesticide Analysis

January 1, 2016

Glanbia Foods Inc. has initiated as pesticide monitoring program in order to determine the risk
of pesticides in whey products. Residues include: Organophosphorous pesticides,
Organosulfur pesticides, Phenylurea Herbicides, Carbamate Pesticides, Organonitrogen
Pesticides, and Halogenated Pesticides.

Since the inception of the program, no pesticides or herbicides have been detected.
Pesticides are not introduced at any stage of the manufacturing process of whey products.

Testing is conducted by a 3 party lab, Exova.

Sincerely

\/Vﬂa/ua?t_m 7
Mary Pierson

Director of Quality Assurance
Glanbia Foods Inc.
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e
glanbia
Provon 292
WPI derived from Sweet Dairy Whey
Flow Chart - Glanbia Foods Inc.

Date: 10/24/06
Revision date: 6/27/07
Revision # 1

Raw Whey
Sourced From Cheese

|

Pasteurization conforming to the Pasteurized Milk
Ordinance (PMO) Minimum 72.02 C (1612 F) for 15 seconds

l

Ultrafiltration # 1

A4

Microfiltration

A4

Ultrafiltration # 2

Y

| Spray Drying

A 4

| Instantization

A 4

| Packaging

| Metal Detector

}

| Storage and Shipping
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RELATORIO DE ENSAIO N° 101815/2016

CONTRATANTE: INP Industria de Alimentos Eireli Essentia

ENDERECO: Rua Palmira Laura Floréncio, 1997 - Real Parque - Sao José/SC
DATA DA COLETA: Nao consta

RESPONSAVEL PELA COLETA: Coleta realizada pelo solicitante

DATA E HORA DO RECEBIMENTO: 09/12/2016 14:15:37

PERIODO DE REALIZAGAO DOS ENSAIOS: 13/12/2016 a 29/12/2016

DADOS DO PRODUTO

PRODUTO: H.I. Whey

DESCRICAO/EMBALAGEM: Amostra recebida em embalagem original lacrada.
QUANTIDADE DE AMOSTRA RECEBIDA: 375¢g

DATA DE FABRICAGAO: N&o consta

DATA DE VALIDADE: Margo/2018

Rl |55 (54)3388 3232
Fax |55 (654333883200
alaci@eurofins com. br
www.eurofins.combr

LOTE: 4619
RESULTADOS
ENSAIOS DE ELEMENTOS MINERAIS
DESCRICAO DO ENSAIO RESULTADO UNIDADE LQ

Arsénio total (As) < 0,006 mg/Kg 0,006
Céadmio (Cd) < 0,006 mg/kg 0,0060
Chumbo (Pb) < 0,011 mg/kg 0,0110
Mercurio (Hg) < 0,006 mg/kg 0,0060

LQ: Limite de Quantificagdo calculado com base na aliquota de amostra analisada.

METODOS ENSAIOS DE ELEMENTOS MINERAIS

Arsénio total (As):AOAC Official Method 2013.06 adaptado [PNT005-AB]

Cédmio (Cd):AOAC Official Method 2013.06 adaptado [PNT005-AB]

Chumbo (Pb):AOAC Official Method 2013.06 adaptado [PNT005-AB]

Mercurio (Hg):AOAC Official Method 2013.06 adaptado [PNT005-AB]

Consideracoes Finais

Os resultados contidos neste documento tém significagdo restrita e se aplicam exclusivamente a amostra ensaiada. O relatério de ensaio s6 deverd ser

reproduzido na integra, ndo deve ser parcialmente reproduzido sem a prévia autorizagdo do Laboratério Alac.

Laboratério Alac Lida
CNPJ 94.088.95200001-52
. E. 050/0038686
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3% eurofins

Laboratério Alac Lida.
CHNPJ 94,088 952/0001-52
I. E. 05000038686

Laboratorio Alec Lida.
Rua David Sartor, 601
Bairmo Aféndega
ﬂ.LA.C CEP395720000- Garbaldi- RS

Tel |55 (54)3385 3232
Fax |55 (54) 33883200

alaci@eurofins com. br
www.eurofins.combr

RELATORIO DE ENSAIO N° 101815/2016

Garibaldi, 29 de dezembro de 2016

Cédigo de Assinatura Eletronica: 1613A7E1A54617751786937DC2417343

l“‘LU JLL:'"VL'L»-:' a-’i;;«”ﬂ«f [;)-{:;‘1-' 1
Marina Salvadori Possebon

Engenheira de Alimentos
CREA-BA 050931774-0
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glanbia

Thermax 690
WPI derived from Sweet Dairy Whey

Flow Chart - Glanbia Foods Inc.

Date Reviewed: 02.26.15
Supersedes Date: 02.11.14
Revision # 4

Raw Whey
Sourced From Cheese

l

Ultrafiltration

h 4

Pasteurization ( CCP #1) conforming to the Pasteurized Milk
Ordinance (PMO) Minimum 161 degrees F for >15 seconds

|

Microfiltration

l

Ultrafiltration Diafiltration

l

Protein Hydrolysis
Peptide Isolation

Spray Drying

l

Packaging

|

Metal Detector (CCP #2)

v

Storage and Shipping




