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RESUMO

Introducao: A suplementagao proteica com a finalidade de hipertrofia muscular tem
aumentado nos ultimos anos. Dietas hiperproteicas aumentam a concentracao de
ureia e acidos, provenientes do metabolismo das proteinas. Portanto, o uso de altas
doses de whey proteins precisa ser verificado frente aos seus efeitos sob a funcao
renal. Objetivo: Avaliar o efeito do consumo de 2g/kg/dia™' e 4g/kg/dia™! whey proteins
sobre marcadores bioquimicos creatinina e ureia apds 12 semanas de treinamento
resistido em ratos machos wistar. Materiais e Métodos: Pesquisa aprovada pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhao sob n® de
registro: 23115.01804/2017-91. A amostra foi composta por 52 ratos wistar machos
com idade inicial de 60 dias e massa corporal total de 250 a 3509 distribuidos em 6
grupos: controle (C) (n=10), suplementado com 2g/kg/dia’ (W2) (n=10),
suplementado com 4g/kg/dia! (W4) (n=7), treino controle (TC) (n=10), suplementado
e treinado com 2g/kg/dia™’ (TW2) (n=9) e suplementado e treinado com 4g/kg/dia™’
(TW4) (n=6). Os ratos foram alimentados com racdo balanceada padrdo para
roedores e agua ad libitum. O protocolo teve duragdo de 12 semanas de treinamento
resistido com suplementacgéo diaria de whey proteins por gavagem em trés sessdes
por dia. As doses foram ajustadas semanalmente pela massa corporal do animal. O
treinamento resistido foi realizado em escada vertical com frequéncia de 3 vezes por
semana com 48h de intervalo entre as sessodes. Ao final das 12 semanas, 48h apds a
ultima intervencdo, foi coletada a urina de 24h em gaiola metabdlica. Apds a
eutanasia, a coleta de sangue foi realizada e os marcadores séricos foram analisados
em duplicata no mesmo dia. A determinacdo da concentragdo dos marcadores
bioquimicos foi constituida de leitura em absorbancia e equacédo especifica dos
parametros creatinina e ureia (Labtest® - Creatinina K Ref. 96). Resultados: Nao
houve diferenga significativa nos niveis de creatinina séria e os niveis séricos de ureia
foram menores nos grupos. Os niveis de creatinina e ureia urinaria de 24 horas ndo
apresentaram diferenca assim como a depuracao de creatinina. A relagao creatinina
foi significativamente maior apenas no grupo controle em relacdo 0s grupos
suplementados e ao treinado controle. Discussao: Nao foi percebido alteracdes nos
niveis destes marcadores ao examinar os efeitos da whey proteins nos parametros
renais. Porém, a maior excre¢cao de Creatinina de 24h (mg/kg) no grupo TW4 em
comparagdo a TC demonstra possivel efeito do treinamento resistido sobre 0 aumento
da massa muscular associada a dose de 4g/kg/dia’. Conclusao: O tratamento de
ratos machos wistar suplementados com whey proteins nas doses de 2g/kg/dia™ e
4g/kg/dia! durante 12 semanas nao resultou em prejuizo de fungéo renal.

Palavras-chave: Whey proteins. Treinamento resistido. Creatinina. Ureia. Ratos
wistar.



ABSTRACT

Introduction: Protein supplementation for muscle hypertrophy purposes has
increased in recent years. The high protein diet increases the concentration of urea
and acids in protein metabolism. Therefore, the use of high doses of whey proteins
needs to be verified in relation to their effects on renal function. Objective: To evaluate
the effect of whey protein consumption of 2g/kg/day! and 4g/kg/day-' on creatinine
and urea biochemical markers after 12 weeks of resistance training in male wistar rats.
Materials and Methods: Research approved by the Animal Ethics Committee of the
Federal University of Maranhao under registration number: 23115.01804/2017-91. The
sample consisted of 52 male Wistar rats, with initial age of 60 days and total body mass
from 250 to 350g, divided into 6 groups: control (C) (n=10), supplemented with
2g/kg/day! (W2). (n=10), supplemented with 4g/kg/day-! (W4) (n=7), control training
(TC) (n=10), supplemented and trained with 2g/kg/day”’ (TW2) (n=9) and
supplemented and trained at 4g/kg/day' (TW4) (n=6). The rats were fed standard
rodent balanced feed and water ad libitum. The protocol lasted 12 weeks of resistance
training with daily whey protein supplementation by gavage in three sessions per day.
The doses were adjusted weekly by the body mass of the animal. Resistance training
was performed on a vertical ladder 3 times a week, with a 48-hour interval between
sessions. At the end of 12 weeks, 48 hours after the last intervention, 24-hour urine
was collected in a metabolic cage. After euthanasia, blood collection was performed,
and serum markers were analyzed in duplicate on the same day. The determination of
the concentration of biochemical markers consisted of the absorbance reading and the
specific equation of the creatinine and urea parameters (Labtest® - Creatinine K Ref.
96). Results: There was no significant difference in serum creatinine levels and serum
urea levels were lower in the groups. 24-hour urine creatinine and urea levels did not
differ, as did creatinine clearance. The creatinine ratio was significantly higher only in
the control group compared to the supplemented groups and the trained control group.
Discussion: No changes in the levels of these markers were observed when
examining the effects of whey proteins on renal parameters. However, a higher
creatinine excretion of 24h (mg / kg) in the TW4 group compared to CT demonstrates
a possible effect of resistance training on muscle mass increase associated with a
dose of 4g/kg/day'. Conclusion: Treatment of male wistar rats supplemented with
whey protein at doses of 2g/kg/day' and 4g/kg/day' for 12 weeks did not impair renal
function.

Key words: Whey proteins. Resistance training. Creatinine. Urea. Wistar rats.



INTRODUCAO

A proteina do soro do leite, denominadas comercialmente como whey proteins,
pode ser extraida da porcdo aquosa do leite durante o processo de fabricacdo de
queijo e representa 20% do teor proteico do mesmo e possui aspectos nutricionais
amplamente estudados ao longo das ultimas décadas (HARAGUCHI, ABREU,
PAULA, 2006; KRISSANSEN, 2007). Estas proteinas podem ter origens vegetal ou

animal e velocidades de absorcao variadas (TANG, PHILLIPS, 2009).

Pesquisas tém demostrado as qualidades nutricionais das proteinas do soro do
leite, altamente consumidas com o objetivo de hipertrofia muscular, sua grande
aplicabilidade em atletas, no esporte, com possiveis efeitos sobre a sintese proteica
muscular esquelética, reducdo da gordura corporal, assim como a modulacado da

adiposidade e melhora do desempenho fisico (HARAGUCHI, ABREU, PAULA, 2006).

Tais proteinas caracterizam-se como de alto valor biolégico, por serem soluveis
e apresentarem um excelente perfil de aminoacidos. Possuem peptideos bioativos do
soro, que conferem a essas proteinas diferentes propriedades funcionais. Os
aminoacidos essenciais, com destaque para os de cadeia ramificada, favorecem o
anabolismo, assim como a reduc¢éo do catabolismo proteico, favorecendo o ganho de
forca muscular e reduzindo a perda de massa muscular durante a perda de peso

(HARAGUCHI, ABREU, PAULA, 2006).

Portanto, sabe-se que os padrdes estéticos ditados pela industria cultural do
momento, proporcionou um aumentou na preocupacado com a qualidade de vida e
principalmente com a fisionomia do corpo, sendo estes dois aspectos frequentemente
confundidos (BAUDRILLARD, 2003), guiando pessoas, de diferentes faixas etarias,

ao excesso de atividades fisicas e ao consumo nao orientado de produtos alimentares



suplementados. Desta forma, o consumo de whey proteins com concentragéo de 80%
ou até superior a 90% vem se tornando cada vez mais constante na populagéo

(CRIBB, 2005).

Todavia, é importante destacar que apesar do treinamento resistido objetivar
principalmente o aumento da massa muscular, os resultados obtidos com o
treinamento regular, variam a massa corpérea de 0 a 1 kg por més, sendo ainda os
mesmos considerados insatisfatérios por muitos dos praticantes (TIRAPEGUI,

MENDES, 2001).

Por esta razdo, conforme demostram estudos como os de Araujo, Andreolo,
Silva (2002), Pereira, Lajolo, Hirschbruch (2003), os praticantes de treinamento
resistido passam a ingerir altas doses de suplementos nutricionais de forma a alcancar
resultados aparentemente mais rdpidos. Portanto, o uso indiscriminado de
suplementos proteicos e a base de aminoacidos tem despertado o interesse em
avaliar possiveis efeitos prejudiciais a saude associados a ingestdo de doses

excessivas, especialmente sobre a funcao renal (SANTOS, 2016).

Logo, estudos também tém mostrado que as dietas com teor proteico
aumentado elevam a taxa de filtragcdo glomerular (VIBERTI et al., 1987; CHAN et al.,
1988; SIMON et al., 2013) em individuos com fungéo renal normal. Conquanto, nao
existe consenso na literatura cientifica que indique que o uso de dietas hiperproteicas

possam causar prejuizo a fungao renal em individuos saudaveis.

A fungéao primordial dos rins € a manutengao da homeostasia, regulando o meio
interno predominantemente pela reabsorcdo de substancias e ions filtrados nos
glomérulos e excrecao de outras substancias (SODRE, COSTA, LIMA, 2007). A

reducao significativa, lenta, gradual e progressiva das fun¢des renais excretoras,



enddcrinas e metabdlicas caracteriza um quadro de Doenga Renal Crénica, que

acarreta a diminuigdo da taxa de filtracao glomerular.

Quando se avalia pacientes com quedas abruptas da taxa de filtracao
glomerular a relagdo entre ureia e creatinina pode ser Gtil podendo apresentar-se
alterada em estados patoldgicos diferentes (DUSSE et al., 2016). Embora a ureia seja
um preditor fraco da filtracdo glomerular, apresentando limitacées por ser filtrada
livremente pelo glomérulo e ndo ser reabsorvida nem secretada ativamente,
alteracdes nos niveis plasmaticos da ureia decorrentes de insuficiéncia renal surgem
mais precocemente quando comparado a creatinina (VIDIGAL, 2009; STEVENS,

LEVEY, 2005).

Atualmente, devido aos elevados indicies de prevaléncia e incidéncia, a Doenca
Renal Crbnica constitui um relevante problema de saude publica, acometendo
milhares de pessoas no Brasil e no mundo (ROMAO JUNIOR, 2003). Desta forma, a
escolha de biomarcadores utilizados como indicadores permite analisar se ha lesao e
em qual estagio se encontra, como € o caso da ureia e creatinina que sdo metabdlitos

utilizados como biomarcadores renais (SILVA, SOUSA, ROCHA, 2017).

A ureia é caracterizada como o principal metabdlito nitrogenado resultante da
degradacdao de proteinas pelo organismo, sendo 90% excretados pelos rins e
correspondendo a aproximadamente 75% do nitrogénio nao-proteico excretado. O
restante da ureia € eliminado basicamente pelo trato gastrintestinal e

pela pele através do suor (SODRE, COSTA, LIMA, 2007).

No caso da creatinina, trata-se de um produto residual da creatina. A
transformacao de creatina em creatinina acontece no tecido muscular, no qual 1% a

2% da creatina livre se converte espontanea e irreversivelmente em creatinina todos



os dias. Logo, a quantidade de creatinina produzida é dependente da massa muscular

e ndo apresenta grandes variagdes diarias, sendo filtrada livremente no glomérulo.

Diferente da ureia, a creatinina é ativamente secretada em uma pequena
parcela, mas o suficiente para superestimar a taxa de filtragdo glomerular (SODRE,
COSTA, LIMA, 2007). As concentragdes de creatinina sérica possibilitam informacdes
importantes sobre a funcao renal, valores elevados no soro podem ser indicativos de

lesdo renal (ALMEIDA, 2014).

Logo, os efeitos de dietas com altas doses de whey proteins precisam ser
verificados frente as alteracbes patoldégicas que possam causar interferéncia na
fungéo renal, portanto, na concentracao de creatinina e na ureia (SANTESSO et al.,
2012; MARTIN et al., 2013), derivada do aumento da taxa de filtracdo glomerular e da

carga acida renal (VAN DEN BERG et al., 2011; GORAYA, WESSON, 2012).

A vista disso, com intuito de identificar o consumo abusivo de doses elevadas
de whey proteins que possam causar efeitos deletérios sobre a fungéo renal, podendo
ser indicadas através da alteracdo dos biomarcadores ureia e creatinina, o presente
estudo se faz necessario para elucidar as possiveis alteragdes relacionados a fungéao
renal em detrimento as doses supra fisioldgicas de whey proteins em ratos sedentarios

em comparagao a ratos submetidos ao treinamento resistido.

Devido a isso, 0 objetivo geral deste trabalho foi verificar os efeitos em
biomarcadores de fungéo renal creatinina e ureia em ratos machos wistar ap6s 12
semanas de treinamento resistido e com suplementacao de whey proteins nas doses

de 2g/kg/dia! e 4g/kg/dia’, em comparagdo com o grupo sedentario.

Desta forma, nossa hip6tese é que doses de 2g/kg/dia™' de whey proteins ndo

influenciam na concentracdo da creatinina e da ureia, tanto no grupo sob treinamento



resistido quanto no grupo sedentario e doses de 4g/kg/dia’ de whey proteins
influenciam na concentragdo da creatinina e da ureia, tanto no grupo sob treinamento
resistido quanto no grupo sedentario e que 0s grupos sob treinamento resistido néo
terdo prejuizo na concentragao da creatinina e da ureia em comparagao com o grupo

sedentario.
MATERIAIS E METODOS
- Consideracoes éticas

Os ensaios bioldgicos foram de acordo com as recomendacgdes da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL/COBEA, 2012). O projeto de
pesquisa foi submetido junto & Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da
Universidade Federal do Maranhao - UFMA, onde obteve a devida aprovacao sob o
nuamero de registro: 23115.01804/2017-91, 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.

- Tipo e local do estudo

Trata-se de um teste pré-clinico do tipo experimental com duracdo de doze

semanas (CONCEA, 2015).

Os procedimentos experimentais foram realizados no anexo do Laboratério de
Fisiologia e Prescricao do Exercicio do Maranhao - LAFIPEMA, localizado no Centro
de Pesquisa de Pés-Graduacgao das Ciéncias Bioldgicas e da Salde, na Universidade

Federal do Maranhao, Campus Bacanga em Sao Luis - MA.



- Amostra

Foram utilizados 52 Rattus Novergicus Wistar Albinus machos com idade inicial
de 60 dias e massa corporal aproximada de 250 a 350g, procedentes do Biotério
Central de Criacao da Universidade Federal do Maranhao - UFMA, Campus Bacanga,

em Sao Luis-MA.

Os animais foram divididos em 6 grupos, sendo: Grupo Controle (C) (n=10),
grupo treinamento controle (TC) (n=10), grupo suplementado com 2g/kg/dia (W2)
(n=10) grupo suplementado com 4g/kg/dia (W4) (n=7), grupo treinamento resistido e
suplementado com 2g/kg/dia (TW2) (n=9) e grupo treinamento resistido e

suplementado com 4g/kg/dia (TW4) (n=6).

Os ratos, em cada grupo foram diferenciados através da marcagéao de tragos

na cauda com violeta genciana.

Os ratos permaneceram sob condicdes higiénicas em gaiolas coletivas,
mantidos em uma sala climatizada com controle de temperatura entre 24°C a 28°C, e
sob ciclo alternado de claro/escuro de 12 horas. Foram alimentados ad libitum com

agua e ragao balanceada padrao para roedores (Nuvilab CR-1®).

- Procedimentos

Treinamento resistido

Na semana 0, antes do inicio do protocolo experimental, foi realizado a
adaptacao ao treinamento. Os animais foram gradativamente adaptados ao ato de
escalar com o equipamento de carga, porém sem a carga, fixado na cauda durante

trés dias ndo consecutivos, tendo como intervalo 48h entre sessbdes de adaptacdes.



Cada sesséao consistiu em 4 escaladas, com intervalos de 120 segundos entre elas

(LEITE et al., 2013).

O teste de Peso Maximo Carregado (PMC), que consistiu em até 9 escaladas
com intervalo de 120 segundos entre as tentativas, foi aplicado 48h apo6s a ultima
sessdo de familiarizagdo do treinamento. Adotando-se como carga inicial para a
primeira escalada 75% da massa corporal total do rato e o incremento de 30g sendo

acrescido a cada tentativa.

Ao haver falha em escalar toda a extensdo da escada, era estipulado a carga
maxima, entdo adotava-se a carga da escalada completada anteriormente. Definiu-se
como falha a tentativa, sem éxito, de continuar a escalada apdés 3 estimulos
consecutivos na cauda do rato por meio do uso de pingas. O teste foi considerado
valido apenas quando a carga maxima era identificada entre 4 a 9 escaladas. Do

contrario, o teste era refeito apos 48h (LEITE et al., 2013).

A aplicacédo do teste de Peso Maximo Carregado foi realizada a cada duas
semanas, durante as 12 semanas de treinamento nos grupos TC, TW2 e TW4, a fim
de identificar a carga maxima para realizar-se as adaptac¢des da forca maxima ao
longo tempo e a prescricdo da intensidade de carga para o treinamento resistido ao

longo das 12 semanas de experimento.

O treinamento resistido teve frequéncia de 3 sessdes semanais, nao
consecutivas, ao longo das 12 semanas de treinamento. O protocolo utilizado foi de
acordo com a padronizacao de Hornberg e Farrar (2004), que consiste em 4 escaladas
na escada por sessao de treinamento com intensidade crescente de 50%, 75%, 90%
e 100% do Peso Maximo Carregado determinado em teste (LEITE et al., 2013),

caracterizando um treinamento resistido intenso.



Figura 1 - Escada de Treinamento resistido para ratos, adaptada de Honberg e
Farrar (2004).
(Fonte: Laboratério de Fisiologia e Prescricdo do Exercicio do Maranhao -
LAFIPEMA).

Whey proteins

A solucéo padréo foi calculada com base na quantidade de proteinas (22g) por
porcao (25¢g) do suplemento H.l Whey (Essential Nitrition®) de acordo com a descri¢cao
de composicéo (quadro 1 e 2), utilizando balanca de precisdo (Marte® AD 200) para

mensuracao do soluto (g).



Quadro 1 - Composicao Nutricional do suplemento H.l Whey (Essential Nitrition®).

Quantidade por porcao (25 gramas)

Nutriente g/porcao Valor diario (%)
Carboidratos 0 0%
Proteinas 22 29%
Gorduras Totais 0 0%

Fibra alimentar 0 0%
Sédio 79mg 3%
Célcio 118mg 12%

Fosforo 63mg 9%
Magnésio 22mg 8%

Quadro 2 - Aminograma do suplemento H.l Whey (Essential Nitrition®).

Quantidade por porcao (25 gramas)

Aminoéacidos g/porcao
Acido aspartico 2,6
Acido glutamico 3,7

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




O soluto suplemento comercial (H.I Whey (Essential Nitrition®) foi diluido em
agua em concentragdo comum de 0,323g/mL que corresponde a 0,284g/mL de Whey

proteins.

Doses de Whey proteins

As doses administradas foram de 2g/kg/dia e 4g/kg/dia de whey proteins,
distribuidas aos ratos, por grupo, conforme descrito no treinamento resistido. As doses
foram administradas via gavagem de solugéao padrao de whey proteins dissolvido em
agua com concentragdo comum de 0,323g/mL do Suplemento (H.| Whey: Essencial
Nutrition®), que corresponde a 0,284g/mL de proteinas do soro do leite, tendo reajuste

semanal com base na massa corporal total do rato.

A adaptacdo a gavagem foi realizada diariamente antes do inicio do protocolo
experimental, na mesma semana de adaptagcédo ao treinamento resistido (semana 0).
Os ratos foram adaptados gradativamente ao serem manipulados pelos
pesquisadores da equipe executora. Desta forma, os ratos eram contidos de modo

que a cabeca fosse mantida imével para o procedimento.

Cada gavagem foi determinada de acordo com a massa corporal total do rato,
sendo 2mL para cada 100g de peso corporal do rato, tendo reajuste semanal conforme
0 peso corporal atualizado do rato, padronizando-se um volume total de 5mL por
sessdo de gavagem conforme o estipulado para administra¢des de solugdes aquosas
(ANDERSEN, 2004). Os grupos controle (C) e treinamento controle (TC) tiveram
tratamento com agua com mesmo volume de gavagem (5mL) administrado também

conforme o descrito por Andersen (2004).



A gavagem foi realizada com agulha especifica com ponta-bola (Bonther®),
ideal para evitar danos no eséfago, sendo introduzida lentamente na cavidade oral,

através da boca do animal.

Figura 2 - Gavagem.

(Fonte: Laboratério de Fisiologia e Prescricdo do Exercicio do Maranhao -
LAFIPEMA).

Figura 3 - Seringa e agulha de gavagem.

(Fonte: Laboratério de Fisiologia e Prescricdo do Exercicio do Maranhdo -
LAFIPEMA).



A racao padrao foi diariamente retirada das gaiolas 60 minutos antes do inicio
da primeira gavagem, sendo devolvida apenas quando finalizadas as trés sessdes de
gavagem. O tratamento foi realizado durante 12 semanas, com trés sessdes de

gavagem por dia com intervalo de 60 minutos entre elas.

E vinte e quatro horas ap6s os procedimentos experimentais finais e com 12
horas de privagdo de alimentos, os ratos foram eutanasiados com injecdo
intraperitoneal de cetamina e xilazina a 70 mg/kg e 10mg/kg respectivamente (LEARY
et al., 2013). Esses critérios de eutanasia foram eleitos por ndo causar dor aos
animais contemplando assim as Normativas do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA, 2015).

Material biolégico

Coleta e analise da urina

Ao término das 12 semanas de experimento, os ratos foram alocados em
gaiolas metabdlicas individuais (Beira-mar® MA122) por 24 horas, previamente
higienizadas para coleta de urina, em ambiente com ciclo claro/escuro, com livre

acesso a racao e agua (TOGASHI e MIYAMOTO, 2013).

Para determinagdo da concentracdo de creatinina, inicialmente a urina foi
diluida em agua destilada com proporcdo de 1:25 e em seguida realizou-se o
procedimento de desproteinizacdo da amostra de urina em &acido picrico, sendo
agitada e centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, utilizou-se
para andlise o sobrenadante para a determinagcéo da concentracao de creatinina por

cinética de dois pontos conforme a reacdo com o hidréxido de sodio.



Foram realizadas duas leituras em absorbancia de 510nm nos tempos 30 e 90
segundos, que foram utilizados em equagdo especifica para determinacao da
concentragao. O resultado obtido foi multiplicado por 25 (Labtest® - Creatinina K Ref.

96).

Para determinagéo da ureia urinaria utilizou-se sistema enzimatico por cinética
de dois pontos, tendo como principio hidrolizacao da ureia pela urease. A principio a
urina foi diluida em agua destilada com proporcédo de 1:50 e sendo realizada duas
leituras em absorbancia de 340nm nos tempos de 30 e 90 segundos, que foram
utilizadas em equacao especifica para determinacao da concentracdo. O resultado

obtido foi multiplicado por 50 (Labtest® - Creatinina K Ref. 96).

Coleta e analise do sangue

Apbs a eutanasia, foi realizada a coleta de sangue por decapitacdo em
guilhotina (Beira-mar®), sendo o sangue armazenado em tubo especifico para
separagao do soro (Vacutainer®). As amostras de sangue foram centrifugadas a 3000
rom durante 10 minutos para separacdo do soro nas instalacées do Laboratério de
Bioanalises, localizado no Centro de Pesquisa de Pdés-Graduacdo das Ciéncias
Biolégicas e da Saude, na Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga em

Sao Luis - MA.

Para analise da creatinina sérica, inicialmente foi realizado o procedimento de
desproteinizacao da amostra de soro em acido picrico, sendo agitado e centrifugado
a 3000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, utilizou-se para analise o sobrenadante
liquido para a determinagao da concentragao de creatinina por cinética de dois pontos

conforme a reacao com o hidréxido de sddio.



Foram realizadas duas leituras em absorbancia de 510nm nos tempos de 30 e
90 segundos, que foram utilizadas em equacao especifica para determinagdo da

concentracao (Labtest® - Creatinina K Ref. 96).

Para determinar a concentracao de ureia no soro utilizou-se sistema enzimatico
por cinética de dois pontos, tendo como principio hidolizacdo da ureia pela urease,
sendo realizada duas leituras em absorbancia de 340nm nos tempos de 30 e 90
segundos, que foram utilizadas em equacado especifica para determinacdo da

concentracao (Labtest® - Creatinina K Ref. 96).

Estatistica

As variaveis foram testadas quanto a distribuicdo da normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk (p>0,05). Para a comparagédo das variaveis de medidas utilizou-se o
teste ANOVA One-Way. O post-hoc de Tukey foi utilizado para determinar as
diferengas estatisticas entre todas as analises e nivel de significancia adotado foi de
p<0,05. O software utilizado para as andlises estatisticas foi o GraphPad Prism versao

8.1.0.



6 RESULTADOS

Tabela 01 - Concentracdo dos marcadores urindrios creatinina e ureia (absolutos e por 24h), apresentados em média e erro padrao

da média.
C W2 W4 TC TW2 TW4
(n=10) (n=10) (n=7) (n=10) (n=9) (n=6)
Creatinina 102,02 132,81 105,25 83,12 187,08 206,98*#
(mg/dL) 122,29 +141,84 16,41 16,35 +30,33 14,11
Creatinina de 24h? 14,18 13,75 12,23 8,70 12,67 15,48
(mg/24h) +3,69 +1,32 +1,30 +0,89 $1,29 +0,87
Ureia 2704,96 5768,06 3774,79 4524 81 8809,41*# 8620,60*
(mg/dL) +842,42 +1078,52 +322,31 +334,54 +1744,99 +1171,09
Ureia de 24h® 343,44 583,15 376,28 480,34 608,56 723,90
(mg/24h) +122,42 +66,73 125,14 160,58 122,04 130,57

C = Controle sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario suplementado com 2g/kg/dia'; W4 = Sedentério suplementado com 4g/kg/dia’; TC = Treinado
nao suplementado; TW2 = Treinado suplementado com 2g/kg/dia'; TW4 = Treinado suplementado com 4g/kg/dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey
(intergrupos): Simbolos na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; # vs. TC; a vs W4. Equacgées: a= [Creatinina (mg/dL) x Volume (mL/24h) / 100];

b= [Ureia (mg/dL) x Volume (mL/24h) / 100].



Conforme apresentado na Tabela 01, no marcador Creatinina (mg/dL), houve
maior concentracdo na urina dos animais treinados e suplementados TW2 e TW4 em
relacao ao controle sedentario ndo suplementado, com valores significativos (p=0,0196)
e (p=0.072,) respectivamente. Semelhantemente, os grupos treinados e suplementados
também apresentaram maiores valores de concentragdo de creatinina na urina do que o

grupo controle treinado néao suplementado (p=0,0018) e (p=0,0008).

Quando comparado o0s grupos treinados com o0s grupos sedentarios
suplementados com mesma dose, nao houve diferenca entre as concentracdes de
Creatinina para os grupos suplementados com 2g/kg/dia™’. Porém, para a dose de
4g/kg/dia" houve diferenga entre os grupos havendo maior excregéo de Creatinina para

0 grupo submetido ao treinamento.

Os grupos treinados e suplementados ndo apresentaram diferengas entre si na
Creatinina urinéria. Os grupos sedentarios e suplementados também nao apresentaram

diferenca entre si.

Nos resultados do marcador Ureia (mg/dL) os grupos TW2 e TW4 apresentaram
maior concentragdo de Ureia na concentracdo de urina em comparagdo ao grupo
controle (p=0,0018) e (p=0,0169) respectivamente. Semelhantemente, TW2 teve maior

concentragédo de Ureia em relagédo ao TC (p=0,447).

Os grupos controle sedentarios e suplementados nao apresentaram diferenca
entre si, da mesma forma os grupos treinados e suplementados n&o apresentaram

diferencas entre si na Ureia urinaria.

Quando observada, porém, a Creatinina e a Ureia normalizadas pelo volume de
urina de 24h (mg/24h), todas as diferencas apresentadas na Creatinina e na Ureia em

mg/dL foram normalizadas.



Tabela 02 - Concentragéao dos biomarcadores séricos Creatinina e Ureia apresentados em média e erro padrao da média.

C W2 W4 TC TW2 TW4
(n=10) (n=10) (n=7) (n=10) (n=9) (n=6)

Creatinina Sérica 0,35 0,30 0,48 0,35 0,50 0,51
(mg/dL) +0,8 +0,04 +0,07 +0,02 +0,05 +0,08
Ureia Sérica 50,44*#a 33,74 27,98 37,19 34,09 34,70
(mg/dL) +7,19 +1,73 +1,01 +1,36 12,02 $1,20

C = Controle sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario suplementado com 2g/kg/dia-'; W4 = Sedentério suplementado com 4g/kg/dia’; TC = Treinado
ndo suplementado; TW2 = Treinado suplementado com 2g/kg/dia'; TW4 = Treinado suplementado com 4g/kg/dia-’. ANOVA One-Way post hoc Tukey
(intergrupos): Simbolos na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. W2; # vs. W4; a vs TW2. Equacgdes: a= [Creatinina (mg/dL) x Volume (mL/24h) /
100]; b= [Ureia (mg/dL) x Volume (mL/24h) / 100].



De acordo com a Tabela 02, ndo houve diferencga significativa na concentracao

de Creatinina Sérica (mg/dL) entre 0s grupos.

No marcador Ureia Sérica, o grupo controle sedentario e ndo suplementado
apresentou maior média de concentragdo sérica em comparacdo com W2, W4 e TW2
(p=0,0190), (p=0,0018) e (p=0,0301) respectivamente. Os grupos controle sedentarios
e suplementados nao apresentaram diferenca entre si, da mesma forma os grupos

treinados e suplementados ndo apresentaram diferengas entre si na Ureia urinaria.



Tabela 03 — Equagdes de estimativa da funcao renal, com resultados apresentados em média e erro padréo.

C W2 W4 TC TW2 TW4
(n=10) (n=10) (n=7) (n=10) (n=9) (n=6)
Creatinina de 24h? 31,14 38,31 24.24 18,05 28,51 37,89*
(mg/kg) +7,74 +2,32 +2,59 +1,60 +2.55 +1,57
Depuracao de
4,47 3,57 2,34 1,77 1,87 2,61
Creatinina®

+2,20 +0,54 +0,49 +0,19 +0,27 +0,70

(mL/min)

Relacéo
236,40%a*pQ 121,63 76,88 110,06 72,58 84,93

Ureia/Creatinina®

+52,75 +11,05 +15,97 +7,67 +7,12 +23,38

(mg/g)

C = Controle sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario suplementado com 2g/kg/dia'; W4 = Sedentério suplementado com 4g/kg/dia’; TC = Treinado
ndo suplementado; TW2 = Treinado suplementado com 2g/kg/dia’; TW4 = Treinado suplementado com 4g/kg/dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey
(intergrupos): Simbolos na horizontal indicam maior média (p<0,05) = # vs. W2; a W4; * vs. TC; B vs. TW2; Q vs. TW4. Equacdes: a= [Creatinina de 24h
(mg/24h) / Massa Corporal (Kg); b= [Creatinina Urinaria (mg/dL) x Volume (mL/24h) / Creatinina Sérica (mg/dL); c= [Ureia Sérica (mg/dL) / Creatinina Sérica

(mg/dL).



Conforme apresentado na Tabela 03, a Creatinina de 24h em mg/kg presentou
diferenca significativa entre os grupos treinado e suplementado com dose de
4g/kg/dia’ e treinado n&o suplementado, tendo TW4 maior média que TC (p=0,0378).
Os ratos submetidos a treinamento resistido e tradados com whey proteins nao
apresentaram diferencga entre sim em relagdo a Creatinina de 24h relativa a massa
corporal. Da mesma forma, os grupos submetidos a treinamento resistido e nao

suplementado nédo apresentaram diferenca entre si.

De acordo os dados da Tabela 03, n&o houve diferengca significativa na

concentracao de Depuracgao de Creatinina (mL/min) entre os grupos.

Quando observada a Relagcédo Ureia/Creatinina (mg/g), nota-se que no grupo
controle ha maior concentragcdo em comparagdao aos grupos W2 (p=0,0373), W4
(p=0,0031), TC (p=0,0150), TW2 (p=0,0008) e TW4 (p=0,0100). Havendo, desta
forma, todos os grupos apresentaram diferenga em relagdo ao controle. Porém, nao

tiveram diferenca entre si.



DISCUSSAO

Em um estudo, Haraguchi et al., (2009) investigaram durante 8 semanas a
influéncia das whey proteins sobre enzimas hepaticas, perfil lipidico e formacao 6ssea
de 32 ratos fisher hipercolesterolémicos. A concentragdo sérica de Creatinina nos
grupos com dietas whey proteins e whey proteins hipercolesterolemiante néo
apresentou diferenga significativa, semelhantemente aos resultados deste estudo.
Com relacdo a concentracao sérica de Ureia os resultados foram semelhantes entre
0s grupos, diferentemente dos nossos resultados, onde o grupo controle sedentario
nao suplementado apresentou maior média de concentracdo em comparagdao com
W2, W4 e TW2.

Desta forma, Haraguchi et al., (2009) apontam que as proteinas do soro
impediram de forma significante 0 aumento na concentragédo de creatinina, sugerindo
um efeito protetor do comprometimento da funcdo renal gerado pela dieta
hipercolesterolemiante.

Semelhante aos resultados encontrados por Athira et al., (2013) em seu estudo,
onde avaliaram o potencial de melhoria de hidrolisado de whey proteins (WPH) contra
o stress oxidativo induzido pelo paracetamol em 24 camundongos. A administracao
de WPH (4mg/kg) por injecdo intraperitoneal antes e ap6s a administracdo de
paracetamol diminuiu significativamente os niveis de creatinina sérica. Os niveis de
creatinina sérica também diminuiram significativamente em camundongos que
receberam WPH administrado por via oral apds a aplicacdo de paracetamol. A
reduc@o nos niveis de creatinina sérica apds tratamento intraperitoneal e oral com

WPH estabeleceu o efeito antioxidante in vivo. Diante disso, Athira et al., (2013)



concluiram que WPH desenvolve um efeito protetor do comprometimento da funcéo
renal induzida por paracetamol.

Por sua vez, no estudo de Chen et al., (2014) nao foi identificado diferencas
significativas na creatinina sérica entre os grupos sedentario suplementado e treinado
suplementado em seu estudo sobre melhora do desempenho no exercicio e perfis
bioquimicos em camundongos suplementados com whey proteins (dose de
4,1g/kg/dia’’). Da mesma forma, Lollo et al., (2012) investigaram os efeitos de whey
proteins (17% de proteina) e de caseina mais leucina em 96 ratos wistar treinados,
porém, ndo foram detectadas mudancgas claras nos niveis de creatinina sérica, ndo
sendo percebido alteragdes nesse marcador, similarmente aos achados deste estudo.

Franzen et al., (2016) realizaram um estudo crénico de 8 semanas com 24 ratos
wistar tratados com doses baixas de proteina (10% de whey em ragdo). Os autores
ndo encontraram diferengas significativas entre os niveis basais e no fim do
tratamento em nenhum grupo experimental em relacdo aos valores de Ureia e
Creatinina séricas. Portanto, ndo foi percebido alteracbes nos niveis destes
marcadores, semelhantemente aos nossos achados no marcador Creatinina séria e
divergindo no marcador Ureia sérica.

O estudo de Santos et al., (2016) sobre efeitos da suplementacao alimentar
com dose de whey proteins a 1,8g/kg/dia”’ em 28 ratos wistar sedentarios mostrou
que nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados e o grupo controle para os niveis séricos de Creatinina e Ureia, indicando que
nao houve prejuizo sobre a fungdo renal. Estes resultados corroboram com os
achados neste estudo, ndo havendo alteracdes significantes nos niveis séricos de

Creatinina, porém diverge como valores nos niveis de Ureia sérica.



Em um estudo crénico Khairallah et al., (2017) investigaram durante 8 semanas
o efeito de dietas contendo 22,5 (g%) de proteina como isolado de proteina de leite
(MP1), isolado de whey proteins (WPI), proteina de soja Isolado (SPI), concentrado de
proteina de soja (SPC) e proteina de soja tratada com enzima (SPE) sobre fungao
muscular em 50 ratos Sprague-Dawley. Todavia, similarmente ao nosso estudo, nao
houve diferengas significativas na creatinina sérica entre os grupos no final do estudo.
Desta forma, néo foi percebido alteragées nos niveis deste marcador.

Quando analisamos os dados de Ureia sérica, os resultados deste estudo
apresentaram diferenca significativa entre o grupo controle sedentario e quase todos
0s grupos suplementados, com excec¢ao apenas de TW4, diferentemente dos achados
de Aparicio et al., (2014) que néo identificou diferenga significativa na Ureia sérica
entre os grupos ao examinar os efeitos das whey proteins e ingestao de proteina de
soja nos parametros renais plasmatico.

O estudo de Aparicio et al., (2011) que examinou os efeitos do consumo de
altas doses de proteina sobre parametros renais em ratas nao corrobora com os
nossos achados, pois 0s grupos com dietas enriquecidas com whey apresentaram
valores maiores de Ureia sérica em comparacdo com 0s grupos com dieta
normoproteica.

Em conformidade, Nebot et al., (2014) ao examinarem os efeitos da quantidade
da dieta e fonte de proteina no estado 6sseo de ratos e as interagdes que ocorrem
entre esses fatores nutricionais encontraram valores maiores de Ureia sérica nos
grupos com dietas a base de whey proteins (45%) em comparacdo ao grupo
normoproteico.

Entretanto, nos achados de Haraguchi et al., (2009), Franzen et al., (2016) e

Santos et al., (2016) ndo foram observadas diferengas significativas nos valores de



Ureia sérica entre os grupos que tiverem dietas enriquecidas com whey proteins e 0s
grupos com dieta padrao. Apesar dos achados divergirem dos resultados deste
estudo, tanto os valores de Ureia séria quanto de Creatinina sérica permanecem
dentro da faixa dos valores de referéncia estabelecido por Dantas et al., (2006), Lima
et al., (2014) e Torres et al., (2017).

Ademais, os resultados de Creatinina de 24h proporcional a massa corporal
dos ratos (mg/kg) demonstra que o grupo TW4 teve maior excrecéo de Creatinina por
kg de peso corporal que o grupo controle treinado. No entanto, ndo foram
apresentadas diferencas significativas entre o grupo sedentario com mesma dose,
assim como entre o grupo suplementado com dose menor (2g/kg/dia'), sendo um
possivel efeito do aumento da massa muscular associada a dose de 4g/kg/dia™".

Em relacdo aos biomarcadores urinarios, verificamos neste estudo que os
valores de Creatinina (mg/dL) apresentam diferenca significativa nos grupos TW2 e
TW4 com os grupos controle sedentario e controle treinado. Semelhantemente, os
valores de Ureia (mg/dL) se mostram diferentes significativamente entre os grupos
TW2 e TW4 com controle sedentario e entre TW2 e controle sedentario.

Porém, quando verificamos os resultados tanto de Creatinina de 24 horas
quanto Ureia de 24 horas ndo foram encontrados resultados com diferencas
significativas entre os grupos.

Similarmente, os valores de Depuracdo de Creatinina ndo apresentaram
diferenga significativa entre os grupos. Costa et al., (2015) ao avaliar o efeito agudo
da administracao de um hidrolisado de whey proteins (WPH) sobre a manipulacao de
sédio renal por ratos espontaneamente hipertensos conscientes encontrou diminuicao
significativa na depuragao da creatinina no grupo tratado com WPH em comparagao

com o grupo tratado com cloreto de sédio (NaCl).



Destacamos, desta forma, que n&do foram realizadas comparagbes dos
biomarcadores urinarios com estudos participantes da revisdo da literatura pois
diferentemente deste estudo, nenhum dos artigos encontrados analisaram os
biomarcadores da fungao renal na urina.

Por fim, quando analisamos a Relagao Ureia/Creatinina séricas verificamos
valores significativamente menores nos grupos suplementados em relagdo ao grupo
controle. Todavia, novamente nao foi possivel realizar comparacdes destes resultados
com resultados da literatura, pois em nenhum dos estudos que compde a revisao
sistematica calculou estas variaveis.

Destaca-se desta forma, a importancia dos achados de maneira a contribuir na
busca da presenca ou ndo de um limiar proteico que possa causar efeitos deletérios
sobre a funcao renal, podendo ser indicado através da alteracdo dos biomarcadores

investigados (ureia e creatinina).

Todavia, frente ao uso indiscriminado da whey proteins pela populacéo,
estudos adicionais devem ser realizados em um maior periodo para esta dose, bem
como para doses mais elevadas com a finalidade de verificar com precisao se existe
um limiar na dose desta substancia que acarrete alteracdes e/ou efeitos colaterais na

funcdo renal de individuos saudaveis.



CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos nesse estudo, pode-se sugerir que o
tratamento de ratos machos wistar com treinamento resistido e suplementa¢cdo com
whey proteins nas doses de 2g/kg/dia' e 4g/kg/dia™! durante 12 semanas néo resultou
em prejuizo de fungédo renal, pois os valores dos biomarcadores séricos se
apresentaram dentro das faixas de valores de referéncia. Enquanto os biomarcadores
urindrios, embora tenham apresentado diferenca significativa entre os grupos, quando
normalizados pelo volume de urina de 24h (mg/24h) foram normalizadas todas as

diferengas apresentadas na Creatinina e na Ureia em mg/dL.
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