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RESUMO

Introdugdo: Os efeitos da suplementagdo de whey proteins sob a funcao renal e
treinamento resistido tém sido investigados, mas ainda € necessario relacionar a dose
e intensidade. Objetivo: Avaliar a fungao renal de ratos machos Wistar apds doze
semanas de treinamento resistido e suplementacdo em doses de 2, 4 e 6 g-kg-dia-1
de whey proteins. Métodos: 64 ratos machos Wistar foram alocados em 8 grupos:
Controle, Sedentario+2g-kg-dia!, Sedentario+4g-kg-dia!, Sedentario+6g-kg-dia-,
Treinado Controle, Treinado+2g-kg-dia™!, Treinado+4g-kg-dia-!, Treinado+6g-kg-dia".
O treinamento foi de escalada em escada vertical, sendo 3 sessdes de treino/semana
com 4 escaladas/sesséao tendo intensidade 50%, 75%, 90% e 100% respectivamente,
determinadas pelo teste de Peso Maximo Carregado ajustado a cada duas semanas.
Apos doze semanas foram alocados em gaiolas metabdlicas para coleta de urina de
24h e verificou-se o volume da urina, analise de pH, Densidade, Proteinuria e
glicosuria em tira reagente. Também foi quantificada por colorimetria Proteinuria, Ureia
e Creatinina de 24h. Apds a eutanasia analisou-se proteinas totais, albumina, acido
urico, Creatinina e Ureia no soro. Na analise histologica foi mensurado o didmetro
glomerular para obtenc¢do do raio para verificar hipertrofia glomerular. Resultados:
Proteinuria (tira reagente) aumentou conforme a dose em sedentarios, 0 mesmo efeito
ocorreu na Proteinuria (quantitativa). Ureia Sérica aumentou no Controle. Creatinina
Sérica e Creatinina/24h aumentaram em dose-resposta ao tratamento. Acido Urico
aumentou para os treinados 4 e 6g-kg-dia”!. Relagdo Proteina/Creatinina diminuiu
sendo atenuada pelo treinamento. Os sedentarios suplementados com 4 e 6g-kg-dia-
T apresentaram prejuizo renal confirmado pela hipertrofia glomerular. Conclusdo: O
treinamento resistido de alta intensidade atenuou prejuizos renais somente em dose
de 2g-kg-dia' de whey proteins.

Palavras-chave: Whey proteins. Treinamento resistido. Proteinuria. Creatinina. Ureia.



ABSTRACT

Introduction: The effects of whey proteins supplementation under the renal function
and strenght training have been investigated, but dose and intensity still need to be
related. Aim: To evaluate the renal function of male Wistar rats after twelve weeks of
strenght training and supplementation at doses of 2, 4 and 6g-kg-day -' of whey
proteins. Methods: 64 male Wistar rats were allocated in 8 groups: Control,
Sedentary+2g-kg-day!, Sedentary+4g-kg-day!, Sedentary+6g-kg-day', Trained
Control, Trained+2g-kg-day™!, trained+4g-kg-day', trained+6g-kg-day'. The training
was vertical stair climbing, with 3 trainings sessions/week with 4 climbs/sessions
having intensity of 50%, 75%, 90% and 100%, respectively, determined by the
maximum loaded weight test adjusted every two weeks. After twelve weeks, they were
placed in metabolic cages for 24-hour urine collection and urine volume, pH, density,
proteinuria and glycosuria were analyzed on a reagent strip. It was also quantified by
colorimetry proteinuria, Urea and creatinine of 24h. After euthanasia, total proteins,
albumin, uric acid, creatinine and serum urea were analyzed. For Histological analysis
the glomerular diameter was measured to obtain the radius to verify glomerular
hypertrophy. Results: Proteinuria (reagent strip) increased according to the dose in
sedentary, the same effect occurred in Proteinuria (quantitative). Serum urea increased
in Control. Serum creatinine and creatinine/24-hour increased in dose-response to
treatment. Uric acid increased for the trained 4 and 6g-kg-day'. Protein / creatinine
ratio decreased by being attenuated by training. The sedentary supplemented with 4
and 6g-kg-day' presented renal impairment confirmed by glomerular hypertrophy.
Conclusion: High-intensity resistance training attenuated renal impairment only at a
dose of 2g-kg-day' of whey proteins.

Keywords: Whey proteins. Strenght Training. Proteinuria. Creatinine. Urea.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumo de proteinas com objetivo de hipertrofia
muscular, tem crescido amplamente. Na literatura ja € consenso que praticantes de
treinamento resistido com objetivos de remodelamento muscular, devem consumir
proteina diariamente em padrdes adequados (Haraguchi, Abreu e De Paula, 2006).

Tais proteinas podem ter origens diversas (vegetal e animal) e velocidades de
absorgao variadas, no caso da proteina do soro do leite, comercialmente denominada
de whey proteins, pode ser extraida da por¢cao aquosa do leite durante o processo de
fabricagdo de queijo e representa 20% do teor proteico do mesmo, possui aspectos
nutricionais amplamente estudados ao longo das ultimas décadas (Haraguchi, Abreu
e De Paula, 2006; Krissansen, 2007; Tang e Phillips, 2009).

Sabe-se atualmente que o whey proteins é tido como fonte rica de proteinas
de rapida absorgao e que estimula a sintese proteica dos tecidos, devido ao aumento
da concentragdo de aminoacidos no plasma (Pacheco et. al., 2006).

Em um estudo de Ha e Zemel (2003) também é destacado que o perfil de
aminoacidos das proteinas do soro € muito similar ao das proteinas do musculo
esquelético, fornecendo quase todos os aminoacidos em proporgao similar as do
musculo, classificando-as como um efetivo suplemento anabdlico. Além disso, existe
ainda a acao da proteina do soro do leite sobre a liberagdo de hormonios anabdlicos,
como a insulina, o que favorece a captagao de aminoacidos para o interior da célula
muscular (Sgarbieri, 2004).

Também € sabido que as whey proteins podem possuir altos teores de
Aminoacidos de Cadeia Ramificada (Branched-chain Amino Acids - BCAAs), que
afetam os processos metabdlicos da regulagao energética, favorecendo o controle e
a reducao da gordura corporal. Estudos mostraram que dietas com maior relagao
proteina/carboidratos (1,5g-kg-dia™’ e 120 a 200g-dia-!, respectivamente) sdo mais
eficientes para o controle da glicemia e da insulina pds-prandial, favorecendo a
reducdo da gordura corporal e a preservaciao da massa muscular durante a perda de
peso (Layman et. al., 2003a; 2003b; 2004; Santesso et. al., 2012).

Diante dos beneficios indicados, 0 uso de whey proteins tem se tornado cada
vez mais consumido (Cribb, 2005). Prova disso sao os dados apontados pelo

panorama financeiro do setor, indicando um aumento de 10% das vendas de
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suplementos em 2016 (R$ 1,49 bilhdo de faturamento), com crescimento total do
faturamento de 119% para a Industria de Esportes e Nutricdo no periodo de 2010 a
2016 (Brasnutri, 2017).

Entretanto, estudos também tém mostrado que as dietas com teor aumentado
de proteina podem diminuir a taxa de filtracdo glomerular (TFG) de forma aguda
(Viberti et. al., 1987; Chan et. al., 1988; Simon et. al., 1998; Frank et. al., 2009) e de
forma crénica em individuos saudaveis com fungao renal normal, em estudos de 6
meses com dieta hiperproteica (Skov et. al., 1999; Juraschek et. al., 2013).

Embora ndo exista consenso na literatura cientifica para inferir que dietas
hiperproteicas sejam responsaveis por causar prejuizos a funcao renal em individuos
saudaveis, ha indicios de aumento da Proteinuria e hipertrofia renal (Williams, 2005;
Tipton, 2011).

A diminuigcdo da TGF (< 90mL-min-') é indicativa de prejuizo da fung&o renal
que a longo prazo pode causar um quadro de Doenca Renal Crénica (DRC), que
consiste em lesao renal, lesdo esta que leva a perda progressiva e irreversivel da
funcao renal com disturbios glomerulares, tubulares e enddcrinos (Morsch e Veronese,
2011).

Em sua fase mais avancada (estagio 5, TGF<15mL-min-') é chamada de
Insuficiéncia Renal Crdnica (IRC) ou faléncia renal, onde o tratamento é feito por meio
de terapias renais substitutivas, como: Dialises (hemodialise ou dialise peritoneal) e
Transplante Renal (Morsch e Veronese, 2011; Bareiss, Dickenmann e Burkhalter,
2014).

Atualmente, a DRC tem niveis bastante elevados de incidéncia e prevaléncia,
e constitui relevante problema de saude publica ndo s6 no Brasil em virtude do seu
exponencial aumento nas ultimas décadas (Romé&o Junior, 2004; Sesso et. al., 2016).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), no Censo de 2016
apenas 309 unidades especializadas (41%) responderam ao questionario. As
estimativas nacionais de incidéncia e prevaléncia de pacientes em tratamento de
didlise giraram em torno de 596 e 193 por milhdo da populagdo (pmp),
respectivamente. Dos pacientes prevalentes, 92% estavam em tratamento de
hemodialise e 8% em dialise peritoneal, e 29.268 (24%) aguardavam transplante em
fila de espera. A taxa anual de mortalidade bruta foi de 18,2% (Sesso et. al., 2017).

Dos 39.716 (193 pmp) pacientes incidentes que iniciaram tratamento em

2016, sendo 41% do total devido a nefropatia diabética e 19% respondeu a regido
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Nordeste. A SBN ainda afirma que a estimativa de novos casos foi maior que em 2015,
tendo a mesma tendéncia ao aumento desde 2012 (Sesso et. al., 2017).

Pode-se relacionar a DRC com alteracbes em quase todos os sistemas:
nervoso (encefalopatias, disfuncdo autonbmica e alteragbes psiquicas),
cardiovascular (hipertenséao arterial sistémica, miocardiopatia, insuficiéncia cardiaca e
doenga coronariana isquémica), musculoesquelético (miopatias e hipotrofias
musculares), enddcrino/metabdlico (hiperglicemia, dislipidemias e resisténcia a
insulina) (Chesterton e Mcintyre, 2005; Baumgaertel, Kraemer e Berlit, 2013; Wang e
Mitch, 2014).

Em relacéo as alteragbes da DRC, no estagio avangcado € comum a fibrose
progressiva dos glomérulos e/ou tubulo-intersticial, hipoxia nos capilares peritubulares
e consequentemente perda do funcionamento dos néfrons e atrofia dos tubulos renais
independentemente da origem da doenca (Eddy, 2005; Ruiz-Ortega, 2001).

Quanto a ingestdo aumentada de proteinas e a eficiéncia do diagnéstico, deve
ser levado em consideragdo na avaliacdo da funcao renal as influéncias da alta
ingestao de proteinas, o volume muscular esquelético, contragdo muscular e estado
de hidratacdo, diante dos marcadores comumente usados na pratica clinica
(Creatinina, Ureia e proteinas), haja vista que podem indicar resultados falso positivos
de lesao renal, ou ainda serem marcadores tardios caso avaliados isoladamente
(Gualano et. al., 2008a; Gualano et. al., 2008b).

Desta maneira, este estudo justifica-se pela necessidade de investigar os
efeitos de doses variadas de whey proteins, sobre parametros bioquimicos e
morfoldgicos relacionados a fungao renal em associagao ao treinamento resistido de

alta intensidade.



21

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Whey proteins

As whey proteins (ou proteinas do soro do leite), sdo obtidas a partir do
processo de fabricacdo de queijos. Nesse processo, extrai-se o soro do leite a partir
da coalhada, sendo esta rica em caseinas, resultando da coagulacdo do leite
(Krissansen, 2007; Poppi et. al., 2015).

Suas propriedades podem variar conforme o tipo de leite usado (caprino,
bovino ou ovino), tratamento/nutricdo dos animais produtores do leite, qualidade do
processamento industrial na fabricagcao do queijo e obtencao do soro (Smithers, 2008).

De acordo com Krissansen (2007), o conteudo total das proteinas do leite
corresponde a 80% de caseina e 20% de whey proteins, sendo amplamente vendido
como suplemento nutricional, tendo alta popularidade no fisiculturismo.

Dentre os 20% correspondentes as whey proteins, a composi¢cao tem cerca
de seis proteinas bioativas presentes em maior proporgéo: B-lactoglobulina, ao-
lactalbumina, glicomacropeptideo, proteose-peptona-3, imunoglobulinas e albumina
sérica bovina. Além destas, em menor propor¢ao, sao encontradas a lactoferrina e
lactoperoxidase (Figura 1, pag. 22).

Porém, é sabido que dentre os componentes das whey proteins, apenas as
seis principais proteinas bioativas s&do mais facilmente isoladas a partir do leite em
quantidades suficientes para atender as necessidades comerciais (Huth, Dirienzo e
Miller, 2006; Haraguchi, Abreu e De Paula, 2006).

As proteinas bioativas podem possuir atividade hormonal ou farmacoldgica,
podendo modular determinada fungao fisioldégica por meio de ligagbes a receptores
especificos, induzindo assim uma resposta (Fitzgerald e Murray, 2006).

Assim, as proteinas bioativas presentes nas whey proteins variam quanto a
funcao, podendo ter propriedades expressivas na reduc¢ao dos riscos de doencgas e/ou
prevencdo devido as aplicagbes funcionais em diferentes processos biolégicos
(Krissassen, 2007). como: efeitos sobre os ossos, musculos, sangue, ceérebro,
pancreas, sistema imune, cancer, infec¢gao, metabolismo, cicatrizagdo, aprendizagem

e envelhecimento (Figura 2, pag. 23).
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Figura 1 — Percentual das proteinas componentes do leite
(Adaptado de Krissansen, 2007).

Dentre os beneficios mencionados (Figura 2, pag. 23), em um estudo com
humanos as whey proteins demonstraram efeitos benéficos na redugao da glicemia
pos-prandial tanto para individuos normais, quanto para individuos com diabetes tipo
2, indicando cerca 21% de reducédo da glicemia (Frid et. al., 2005).

Em camundongos sedentarios com diabetes induzida por estrepzotocina
(60mg/kg), as whey proteins apresentaram efeitos de melhoria nos niveis de glicose
e insulina, com dose de 100mg/kg administrada por 1 més via gavagem. No mesmo
estudo os camundongos diabéticos tratados com whey proteins tiveram reparo parcial
das ilhotas de Langerhans (Sayed et. al., 2017).

As whey proteins também demonstraram efeitos benéficos na inibicdo de
desenvolvimento de tumor maligno em modelo de indugdo com dimetil-hidrazina em
camundongos. Os camundongos tratados com whey proteins apresentaram
incidéncia mais baixa de tumor apds 21 dias do que os camundongos alimentados
com caseina ou com ragao padrao (Bounous et. al., 1988).

Além disso, as proteinas bioativas do whey proteins também podem exercer
fungao fisioldgica na redugao da pressao arterial. Em um estudo experimental como o
de Costa et. al. (2005) houve uma diminui¢cao da Pressao Arterial Sistolica (PAS) em

ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com whey proteins,
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possivelmente em resposta a fungédo da a-lactalbumina e B-lactoglobulina de inibi¢ao

da Enzima Conversora de Angiotensina.
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Figura 2 — Principais beneficios das whey proteins sobre processos bioldgicos
(Adaptado de Krissansen, 2007).

Em adicao a tal efeito, ha relatos que a a-lactalbumina reduziu em média 23
mmHg, a B-lactoglobulina reduziu em média 31 mmHg e a Albumina Sérica Bovina
reduziu 27 mmHg da PAS em ratos SHR. O mesmo efeito de redugéo foi também
observado em humanos pré-hipertensos que consumiram 20g/dia de whey proteins,
chegando a redugdes de 11 mmHg da PAS e 7 mmHg da Presséao Arterial Diastdlica
(PAD) (Huth, Dirienzo e Miller, 2006; Fitzgerald e Murray, 2006).

Também a lactoferrina, um dos compostos bioativos das whey proteins,
apresentou efeito renoprotetor em ratos Wistar que tiveram leséo renal aguda induzida
por Crdbmio. Os ratos tratados previamente com lactoferrina por 14 dias (200 e
300mg-kg-dia™') apresentaram menor concentragdo dos marcadores de fungao renal
e danos no tecido renal atenuados em comparagao aos ratos ndo tratados com
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lactoferrina. A lactoferrina demonstrou um efeito antioxidante diante do alto poder de
nefrotoxicidade causado pelo envenenamento com Crémio, consequentemente
sobrecarregando os rins (Hegazy et. al., 2016).

Devido aos variados beneficios a saude relatados na literatura, o interesse
comercial sobre o whey proteins passou a ser amplamente disseminado no mercado,
ao ponto de que o consumo de suplementos comerciais proteicos com concentragao
de proteinas em torno de 80 a 90%, cresceu amplamente na populagdo em geral,
principalmente em meio aos praticantes de treinamento resistido, tanto que o
panorama médio de crescimento do setor no mundo, aumenta 4,2% ao ano (Cribb,
2005; Duhan, Sleigh e Hourigan, 2006; Krissansen, 2007).

Arespeito da popularizagao do consumo de suplementos comerciais no Brasil,
a Associacao Brasileira dos Fabricantes de Suplementos Nutricionais e Alimentos
para Fins Especiais destaca que o crescimento no setor foi influenciado pelo aumento
no numero de academias de ginastica, sendo ao todo 31.800 academias distribuidas
no Brasil com cerca de 7.952 milhdes de alunos. O segundo pais com maior numero
de academias por habitante (Brasnutri, 2017).

Em soma ao aumento do numero de academias, destaca-se também a
mudanca de comportamento da populagdo na busca de habitos saudaveis,
corroborando assim para o aumento do interesse pelo consumo de suplementos,
culminando em investimentos crescentes da industria alimenticia no mercado de
suplementos nutricionais (Brasnutri, 2017).

Em consequéncia, no Brasil o panorama do setor indicou crescimento de 2010
a 2016, saindo de um faturamento de 637 milhdes de reais para 1,49 bilhdao de reais
(Brasnutri, 2017).

Adicionalmente, cerca de 54% dos domicilios brasileiros aderiram ao
consumo de algum tipo de suplemento, com intengdes de complementar a
alimentagao e/ou melhoria do quadro de saude. Dentre os suplementos consumidos,
48% foram vitaminas e multivitaminicos, e 30% suplementos de proteinas e
aminoacidos (Abiad, 2015).

No ramo esportivo, um dos motivos da popularizagdo do whey proteis tem
relacdo com o fato de ser um suplemento de rapida absorgcéo e com alto valor biolégico
em comparagao a outras fontes de proteina (Figura 3, pag. 25). O valor biolégico
elevado, significa dizer que o conteudo proteico do whey proteins pode ser absorvido

em velocidade superior a outras fontes de proteina, e por isso 0 uso por praticantes
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de treinamento resistido com objetivos de hipertrofia muscular se tornou amplamente
disseminado (Smithers, 2008; Poppi et. al., 2010).
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Figura 3 — Percentual de valor biolégico do whey proteins em relagao a outras

fontes de proteina (Fonte: Smithers, 2008).

Porém, a popularizagdo do whey proteins entre atletas ndo se deu apenas
pelo alto valor biolégico do suplemento, mas também por suas propriedades
anabdlicas e recuperativas. Isso se deu devido o perfil de proteinas do whey proteins
ser similar as do musculo esquelético, sendo assim considerado um importante aliado
de processos anabdlicos, haja vista que também age sobre a liberagdo de hormbnios
anabdlicos, como a insulina, possibilitando maior oferta de aminoacidos para o interior
da célula muscular, além de ter propriedades inibidoras de peptidase (Ha e Zemel,
2003; Sgarbieri, 2004; Fitzgerald e Murrad, 2006).

Em adigdo, o whey proteins também ¢é rico em aminoacidos essenciais de
cadeira ramificada, como leucina, isoleucina e valina (BCAAs) tendo destaque em
comparagao com outras fontes, conforme ilustrado na Figura 4 (Pag. 26) (Smithers,
2008).

Sabe-se que a ingestdo de aminoacidos é um importante estimulo para
resposta anabodlica no musculo esquelético, e quando associada ao treinamento

resistido estimula de maneira independente a sintese de proteinas musculares (Pal e
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Radavelli-Bagatini, 2012; Walker, et. al., 2011).
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Figura 4 — Proporgdo de aminoacidos essenciais do whey proteins em relagéo a

outras fontes de proteina (Fonte: Smithers, 2008).

A julgar que na tentativa de viabilizar aumento dos beneficios do suplemento
(aumento da dose-resposta) a tendéncia seja de consumo de doses altas
indiscriminadamente. Em motivo disso, a populagdo em geral e também esportistas,
em maioria nao possuem conhecimento adequado sobre consumo de proteinas e
necessidades nutricionais, relatando duvidas desde o horario para utilizagdo do
suplemento, como quantidade e frequéncia para uso (Duran et. al., 2004).

Segundo Lemon (1998), a recomendacgao de consumo de proteina diaria era
estipulada em torno de 0,8 a 1,0g-kg-dia™' para pessoas sedentarias, corroborando
com a Ingestao Diaria Recomendada (DRI) para homens e mulheres adultos, sendo
de 0,8 g-kg-dia™' de proteina de alto valor bioldgico (Food And Nutrition Board, 2006).

Enquanto que para atletas de resisténcia (endurance) 1,2 a 1,4g-kg-dia™! e
para praticantes de treinamento resistido em torno de 1,6 a 1,8g-kg-dia™', podendo ser
ainda mais elevada dependendo da intensidade do treinamento (Lemon,1998).

Adicionalmente, para atletas de treinamento resistido de alto rendimento,

principalmente os fisiculturistas, ha relatos de que o consumo é superdimensionado,
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podendo chegar a doses de 4,0 a 6,2g-kg-dia™' (Krissansen, 2007; Bacurau, 2009).

Porém, curiosamente, no estudo de Maesta (2008), fisiculturistas que
suplementaram 1,5g-kg-dia™' e 2,5g-kg-dia' tiveram resultados similares de ganho de
massa muscular ao final de 4 semanas e o balang¢o nitrogenado acompanhou o
consumo proteico significativamente, ndo apresentando alteragdo significativa no
catabolismo. Indicando assim, que a ingestdo de proteinas adequada para esses
atletas deve ser superior ao recomendado para sedentarios (0,8g-kg-dia-') e inferior a
2,59°kg-dia”!, e que uma maior ingestdo de whey proteins ndo necessariamente
significa aumento da dose-resposta para hipertrofia muscular.

Mesmo que para algumas modalidades, a ingestdo aumentada de proteina
possa ser interessante para o anabolismo e recuperagdao do musculo esquelético,
existem também danos relatados quando a ingestao é excessiva, embora ndo sejam
um consenso na literatura. Mas, em uma revisdo dentre os danos mencionados estao
0 aumento da excregao de proteina (Proteinuria) e hipertrofia renal (Tipton, 2011).

Mas de acordo com Williams (2005), para atletas bem treinados o consumo
de dietas ricas em proteinas nao parece prejudicar a fungdo renal, porém torna-se
importante que individuos com alguma predisposicdo ao desenvolvimento de
disfungdes renais tenham certa atencdo com a quantidade proteica da dieta. Para
individuos ja diagnosticados DRC o consumo aumentado de proteinas pode acelerar
a deterioragao renal por sobrecarga de excrec¢ao de Nitrogénio proteico pela Ureia,
produto final da degradac&o de aminoacidos (Bernstein, Treyzon e Li, 2007).

Ja em ensaios experimentais, Nunes (2013) submeteu ratos ao treinamento
resistido (intensidade de 65% a 75%) e suplementacao com dose diaria de whey
proteins de 1,8g-kg-dia! durante 8 semanas e encontrou um efeito protetor da
suplementacao sob a funcao renal e hepatica dos ratos treinados. No mesmo estudo,
os ratos sedentarios suplementados com a mesma dosagem apresentaram prejuizo
da fungao renal e hepatica, com marcadores renais (Creatinina e Ureia) e hepaticos
significativamente elevados, embora n&o se tenha verificado a depuragao (clearance)
dos marcadores renais e balango nitrogenado.

Também outro estudo com ratos que realizaram treinamento de natacdo com
carga progressiva e que receberam dose diaria de whey proteins de 4,1g-kg-dia!, o
treinamento também proporcionou efeito protetor renal, apresentando menores

valores de concentracdo de Creatinina sérica em comparagdo com 0S grupos
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sedentarios, porém nesse estudo também néo foi avaliada a excreg¢ao da Creatinina
e balanco nitrogenado (Chen et. al., 2014).

A respeito dos prejuizos renais, Williams (2005) também infere que as
pesquisas sobre os efeitos ergogénicos da suplementagdo com whey proteins sao
limitadas e ambiguas, sendo consideradas preliminares para pesquisas mais
aprofundadas e consistentes. Corroborando com Santesso et. al. (2012) e Martin et.
al. (2013), que mencionam que o uso de altas doses de whey proteins com o objetivo
de potencializacdo da acao anabdlica no musculo esquelético precisa ainda ser
verificado mais apronfundadamente.

Diante do exposto, descreveremos a seguir estudos experimentais sobre
consumo de whey proteins em associagao a modelos de treinamento e efeitos sobre

marcadores renais.

2.2 Treinamento resistido, suplementacao de whey proteins e

avaliagcao da funcao renal

Em um estudo de Chen et. al. (2014), sobre efeitos de whey proteins em
parametros bioquimicos de camundongos submetidos a treinamento resistido de
natagédo durante 6 semanas, foram selecionados 40 camundongos machos, com peso
corporal inicial de 26 a 28 g e idade de 4 semanas, foram divididos em 4 grupos sendo:
controle sedentario (SC); sedentario suplementado com whey proteins (SC+WP);
treinado com veiculo (ET) e treinado suplementado com whey proteins (ET+WP). Os
grupos suplementados receberam por gavagem uma dose de 4,1g-kg-dia”' de whey
proteins (EAS 100% WP Vanilla) dissolvido em agua destilada.

O protocolo de treinamento foi de natacdo com 5 dias iniciais de adaptacao
sem carga, ja na segunda semana de treino com carga de 1% do peso corporal total
(PCT) e da terceira a sexta semana de treino com carga de 2% do PCT, com duragao
de 60 minutos em cada sessao. Foram realizadas 5 sessdes por semana durante 6
semanas de experimento. A oferta de agua foi ad libitum, ja para a ragao nao foi
descrito como foi o controle de racédo e reajuste de dose. Os marcadores foram
analisados em equipamento automatico (Hitachi® 7060, Tokyo, Japan) porém o autor
nao informa o método e reagentes.

Nao houve diferenga significativa na ingesta de agua e racdo, e na massa
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corporal inicial entre os grupos, porém ao final do experimento, embora ndo tenha
ocorrido diferenga significativa na ingesta de agua e ragao entre os grupos, o grupo
ET+WP teve massa corporal total final menor que o grupo ET (p=0,0283), também os
grupos treinados (ET e ET+WP) tiveram menor massa corporal do que 0s grupos
sedentarios (SC e SC+WP) (p=0,0021).

A concentragdo sérica de Creatinina foi maior no grupo sedentario (SC)
controle em relagéo ao grupo treinado ndo suplementado (ET) (p<0,05, o ndo autor
informa o valor exato do p). A concentragao sérica de Ureia no grupo sedentario e
suplementado (SC+WP) foi significativamente maior em relagdo ao grupo ET e
treinado suplementado (ET+WP) (p<0,05, o ndo autor informa o valor exato do p).

Também os niveis de Albumina sérica e Proteinas totais foram maiores em
ET+WP do que em ET (p<0,0001) demonstrando que o consumo de whey proteins na
dose 4g-kg-dia™! pode proporcional aumento da concentragdo de proteinas no plasma
sanguineo, porém a urina nao foi analisada.

Em relagao ao efeito de whey proteins, o peso absoluto dos rins foi menor no
grupo ET+WP em comparagdo com os grupos SC (p=0,0362) e SC+WP (0,0281)
enquanto em relagao ao efeito do treinamento nao houve diferenga significativa no
peso absoluto dos rins. Porém, na analise histologica ndo houve atrofia glomerular,
atrofia tubular ou expansdo, nao houve fibrose glomerular ou hipertrofia
compensatoéria e ndo houve destruicao da unidade medular.

Diante disso, Chen et. al. (2014) concluiram que a suplementagao de whey
proteins promoveu melhoria do desempenho no exercicio, melhoria da composig¢ao
corporal e parametros bioquimicos, sugerindo assim que os efeitos ergogénicos de
whey proteins podem ser eficazes quando aliado a modelos de treinamento
semelhante ao do estudo.

Em um estudo crénico de 12 semanas, Aparicio et. al. (2011) investigaram o
efeito do treinamento resistido e da suplementacido de whey proteins em 32 ratos
machos Wistar albinos, com massa corporal total inicial de 150+8g (n&do informa a
idade), divididos aleatoriamente em 4 grupos iguais (n=8): sedentarios com dieta
normoproteica (NP), treinados e com dieta normoproteica, sedentarios com dieta
hiperproteica (HP) e treinados com dieta hiperprotéica.

A formulagao das dietas experimentais seguiu as recomendagdes do Instituto
Americano de Nutricdo (AIN-93M) para ragbes de roedores, tendo teor de 10% de

proteina para a dieta normoproteica e 45% de proteinas para a dieta hiperproteica. A
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fonte de proteina usada foi de whey proteins comercial (Dymatize® 1SO-100, Farmes
Branch, EUA).

Apos o desenvolvimento da racédo enriquecida, o teor total de N da dieta foi
determinado por método Kjeldahl obtendo-se valores de 44+2,4% de proteina na dieta
HP e 11,71£0,4% de proteina na dieta NP.

Incialmente houve uma semana de adaptagdo, onde primeiro dia os ratos
foram alocados em gaiolas metabdlicas individuais, e permaneceram uma semana
antes do inicio do periodo experimental. As gaiolas foram alojadas em ambiente
controlado (21+2°C, ciclo claro/escuro 12:12h).

Também durante a semana de adaptacéao, os ratos realizaram adaptagéo ao
treinamento, com uma sessao durante todos os dias da semana, nos 3 primeiros dias
sem carga e do 4° ao 7° dia com 20% da massa corporal, para familiarizagao dos ratos
com a esteira rolante e o treinamento resistido.

Ao inicio do periodo experimental, o protocolo de treinamento resistido foi
realizado em esteira rolante motorizada (Pantlab®, LE8710R), com as cargas
amarradas na cauda. As sessdes foram realizadas em dias alternados, a uma
velocidade de 40cm/s constante durante as 12 semanas experimentais, porém o autor
nao informa como ocorreu o reajuste de carga ao longo do experimento e nem o
incremento durante as sessdes.

Durante todo o periodo experimental de 12 semanas, os ratos receberam
agua destilada e dietas experimentais ad libitum com consumo mensurado
diariamente, e semanalmente foi realizado o registro da massa corporal total dos
ratos, sempre no mesmo horario (8h da manha) apds 12h de jejum. O conteudo total
de proteina bruta consumida foi determinado por método Kjeldahl para determinagao
do nitrogénio proteico e calculo através da formula N x 6,25.

Apos 89 dias de periodo experimental, foi realizada coleta de urina de 12h de
cada rato para analise bioquimica. Foi mensurado o volume da urina de 12h e
analisado o pH, citrato e calcio urinario. O calcio urinario foi determinado por
espectrofotometria (Perkin EImer®, Analyst 300, EUA), o pH foi determinado por pH-
metro (Crison®, Barcelon, Spain) e o citrato por kit comercial (Boehringer
Mannheim®).

Ao final do experimento, os ratos foram eutanasiados para a coleta de sangue
por pungao na aorta abdominal e separacao do plasma para as analises bioquimicas.

Dentre os marcadores renais analisaram a Ureia plasmatica por analisador automatico
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(Hitachi®, Roche p800).

Como resultados, a ingestdo diaria média foi menor para os ratos que
receberam HP do que NP (p<0,001) e também menor nos treinados do que
sedentarios (p<0,001). Podendo sugerir que o teor de proteinas da dieta exerceu
efeito no consumo bruto de racao, tendo ainda efeito intensificado quando associado
ao treinamento.

Na massa corporal final os grupos treinados apresentaram menores médias,
principalmente para o grupo treinado NP (p<0,01), sendo em consequéncia de uma
interacao dieta x treinamento, com maior redugao de massa corporal nos grupos NP
do que nos HP (-7,5% e -6,0%).

Sobre o peso dos rins, observou-se certa hipertrofia renal no grupo HP
sedentario, com peso 58% superior ao sedentario NP, e 33% superior ao HP treinado
(p<0,001). Indicando um possivel efeito deletério da dieta hiperproteica causando
hipertrofia renal, sinal de acidose metabdlica. Porém, o treinamento resistido
demonstrou capacidade de atenuar a hipertrofia renal mesmo com dieta hiperproteica.

Diante dos possiveis efeitos metabdlicos, a concentragdo de Ureia plasmatica
foi maior para os grupos HP do que nos NP, porém novamente o treinamento
demonstrou efeito de protecao, apresentando menor concentragao de Ureia do que
os sedentarios (p<0,001). Houve entao interacao da dieta com treinamento, indicando
maior reducéo da concentragdo de Ureia nos grupos treinados HP (-37,6%) (p<0,01).

O volume de urina de 12h foi significativamente maior nos grupos HP
(p<0,001), e o pH urinario se apresentou mais baixo (Mais acido) para os grupos HP
(p<0,001), o citrato urinario foi mais baixo nos grupos HP (p<0,001) e o calcio urinario
também superior nos grupos HP do que NP (p<0,01).

Os resultados de citrato e calcio, podem indicar hipocitraturia e hipercalcituria,
que sugerem nefrolitiase, demonstrando assim que os ratos que receberam dieta
hiperproteica apresentaram maior risco de desenvolvimento de calculos renais.

Sobre resultados especificos do treinamento, o autor ndo informa dados
relacionados.

O autor conclui que tanto os resultados urinarios quanto plasmaticos,
demonstraram acidose metabdlica nos ratos que receberam as dietas HP, explicando
assim a hipertrofia renal observada, porém o treinamento resistido demonstrou efeito
protetor na hipertrofia renal e acidose, nos grupos HP treinados. Os possiveis

mecanismos que explicariam tal efeito, podem ser que o treinamento pode reduzir a
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inflamacéao renal e aumentar a velocidade de filtragdo glomerular, segundo Aparicio
et. al. (2011).

2.3 Suplementagcao de whey proteins e avaliagao da funcao renal

associada a outros modelos de treinamento

Lollo et. al. (2012) realizaram um estudo cronico de 4 semanas com 96 ratos
machos Wistar submetidos a treinamento aerobico, com idade inicial de 21 dias, e
massa corporal de 133,8315,69 e os dividiu aleatoriamente em 16 grupos (n=6 cada),
que receberam dieta AIN-93M (American Institute of Nutrition) com fonte de proteina
caseina ou whey proteins ad libitum, adicionadas a leucina.

A divisdo dos grupos caseina foram: 4 grupos sedentarios (Controle;
+3%Leucina; +4,5%Leucina e +6%Leucina) e 4 grupos treinados (Controle;
+3%Leucina; +4,5%Leucina e +6%Leucina). Em mesmo modelo foi organizada a
divisdo dos grupos que receberam whey proteins (Ajimoto®, Sdo Paulo).

Para o treinamento, os ratos foram selecionados apds teste de adaptacéo na
esteira, em que deveriam se manter correndo por 30 segundos. Cada semana de
treinamento consistiu em 5 sessdes, com aumento gradativo da intensidade: semana
1 — 20 minutos de duragao a 15m/min; semana 2 — 30 minutos de duracédo a 20m/min;
semana 3 — 45 minutos de duracéo a 22,5m/min; semana 4 — 60 minutos de duracao
a 25m/min.

Apos as 4 semanas de experimento, foi medido o conteudo total de proteina
do diafragma e no soro foi medido marcadores hepaticos (AST, ALT), renais
(Creatinina e Acido Urico) e de dano muscular (CK e LDH), por espectrofotometria
(Kits Laborlab®, S&o Paulo). Nos marcadores hepaticos, renais e de dano muscular
nao houveram diferencas estatisticas entre os grupos.

Como resultados adicionais, embora a suplementacdo tenha demonstrado
aumento da massa corporal, ndo causou aumento significativo do diafragma (p<0,05),
mas apenas uma tendéncia quando o nivel de adigao de leucina foi de 4,5%. Porém,
o conteudo proteico do diafragma se mostrou aumentado (p<0,05). A suplementagao
de leucina em 6% foi mais eficaz no aumento dos niveis de MTOR (n&o informa o
valor exato de p).

Diante dos resultados do estudo, o autor infere que a combinacao de proteinas
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do soro do leite e caseina, com leucina e exercicio, foi eficaz na ativagdo da via MTOR
no tecido do diafragma, tendo resultados mais eficazes quando o nivel de adi¢ao de
leucina foi de 4,5 a 6%.

O autor também afirma que a associacdo de diferentes fontes proteicas
estimula a via MTOR principalmente aliada ao exercicio, e nas doses utilizadas no
presente estudo ndo se observou alteracbes nos marcadores hepaticos e renais
(Creatinina e acido urico), nem nos indicadores de dano muscular.

Assim, é possivel que a associacdo de proteinas do leite com leucina pode
ser uma estratégia para aumentar a ativagao da via mTOR e aumento do fornecimento

de aminoacidos para sintese proteica no diafragma.

24 Suplementagiao de whey proteins em ratos e camundongos

sedentarios e avaliagao da fungao renal

Em um estudo de Haraguchi et. al. (2009), sobre influéncia das whey proteins
sobre enzimas hepaticas, perfil lipidico e formacao déssea, realizado com 32 Rattus
Novergicus Fisher adultos (ndo informa a idade), com massa corporal inicial média de
209¢g, divididos igualmente em 4 grupos sedentarios, sendo: um grupo controle com
Dieta Padrdao AIN-93M (C) composta por 140g/kg de caseina, 10g/kg de mistura
vitaminica, mistura salina 35g/kg, 6leo de soja 40g/kg, colina 2 g/kg, celulose 50 g/kg
e amido de milho 723g/kg; um grupo Hipercolesterolemiante (H) que possuiu as
mesmas caracteristicas da AIN-93M, a ndo ser para o 6leo de soja (250g/kg), o
colesterol (10g/kg) e o amido de milho (503g/kg); um grupo de dieta modificada com
whey proteins (100% whey proteins — Optimun Nutrition®) (PS), que teve a mesma
composicao da AIN-93M, exceto pela substituicdo da fonte proteica (140g/kg); e um
grupo de dieta modificada com whey proteins e Hipercolesterolemiante (PSH) que
teve as mesmas caracteristicas quimicas da dieta do grupo H, exceto na fonte proteica
(140g/kQ).

A administracao foi ad libitum para agua e dietas experimentais durante 8
semanas, e houve mensuragao semanal da massa corporal total. Embora os grupos
H e PSH tenham consumido uma menor quantidade de ragdo por semana, o ganho
de massa corporal absoluta foi maior em relagéo ao C e PS, respectivamente (p<0,05,

informa apenas a significancia).
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Os marcadores foram analisados por método colorimétrico e enzimatico
(Labtest®). Houve diferencga significativa (p<0,05, informa apenas a significancia) nos
marcadores séricos Proteinas totais e Albumina devido ao efeito das dietas para todos
0s grupos, porém n&o houve diferenga significativa entre os grupos, tendo assim
comportamento semelhante dos marcadores em todos os grupos.

A concentragao de Creatinina sérica estava maior no grupo H do que em C,
PS e PSH, devido a interagédo da dieta com o tratamento (p<0,05, informa apenas a
significancia), porém quando a dieta de Proteinas do Soro (PS) foi comparada com a
dieta Proteinas do Soro e Hipercolesterolemiante (PSH) esse efeito nao foi observado,
ou seja, a concentracdo de Creatinina sérica foi afetada pela dieta
Hipercolesterolemiante, indicando um possivel efeito deletério na funcéo renal dos
camundongos tratados por ela.

Os pesos dos rins e a concentragao de Ureia sérica nao tiveram diferencas
significativas entre os grupos.

Haraguchi et. al. (2009) conclui que whey proteins ndo apresentou efeito
hipercolesterolemiante nos ratos, porém impediu que houvessem alteragdes nos
marcadores de funcao renal em consequéncia da dieta Hipercolesterolemiante.

Conforme Dos Santos et. al. (2016) em estudo realizado com 28 ratos machos
da linhagem Wistar e sedentarios, com idade inicial de 90 dias e Massa Corporal Total
em gramas de 327+24, foram distribuidos em 5 grupos tratados por 4 semanas:
controle tratado com agua (C), dose de 0,45g-kg-dia™' de whey proteins (WP1), dose
de 1,8g-kg-dia' de whey proteins (WP2), dose de 0,675g-kg-dia”' de leucina (LEU1)
e dose de 1,350g-kg-dia' de leucina (LEU2).

A whey proteins foi diluida em agua destilada em volume de 10mL/kg de
massa corporal, administrada por gavagem uma vez por dia, sendo reajustada
proporcionalmente a massa corporal dos ratos, para isso foram pesados duas vezes
por semana. Os marcadores bioquimicos foram analisados por método cinético de
dois pontos (Labtest®). Durante o experimento a 4gua e ragao foi ofertada ad libitum,
sendo mensurado o consumo diariamente.

O consumo alimentar diario médio dos grupos WP1 e WP2 foi
estatisticamente menor do que o grupo controle (p<0,001) enquanto LEU1 teve menor
consumo do que o Controle e LEU2 (p<0,001), indicando assim efeito do tratamento
sob o consumo alimentar, causando diminuicdo do consumo da racdo devido ao

aumento da oferta de proteina ou leucina.
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A massa corporal total inicial entre os grupos C, WP1 e WP2 nao teve
diferencga significativa, e na massa corporal total final o grupo WP2 foi maior do que o
C, indicando efeito da dose sobre o consumo alimentar (p<0,001). Nos grupos que
receberam leucina, somente LEU2 teve massa corporal final maior que a inicial
(p<0,001) e teve massa final estatisticamente maior do que o Controle (n&o informa o
valor de p).

Somente os grupos suplementados com leucina apresentaram mudangas nos
marcadores renais. Na Creatinina sérica LEU1 e LEU2 teve menor concentragéo
sérica do analito em comparagdao ao grupo controle (p<0,05, informa apenas a
significancia), enquanto que na Ureia LEU1 teve concentracao sérica estatisticamente
menor do que LEU2 e Controle (p<0,05, informa apenas a significancia).

As doses de 0,45g-kg-dia e 1,89-kg-dia de whey proteins, ndo demonstraram
efeitos sobre os marcadores de Ureia e Creatinina séricas (p>0,05, informa apenas a
significancia), demonstrando que as doses administradas aos grupos WP1 e WP2 néo
causam prejuizos renais, porém o estudo n&o analisou a excre¢ao dos analitos.

Desta maneira, o autor conclui que ndo houve aumento da concentracédo da
Creatinina e Ureia sérica, tanto para os grupos suplementados com whey proteins
quanto para os grupos suplementados com Leucina, indicando assim que nao
resultam em danos renais.

Costa et. al. (2005) verificou em seu estudo o efeito das whey proteins sob a
pressado sanguinea de Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR) sedentarios, com
massa corporal total inicial de 270 a 300g, com livre acesso a ragao padrao e agua.

Os ratos foram divididos em 3 grupos: 6 ratos que receberam solugao veiculo
intraperitoneal (ip) (0,15 M NaCl); 6 ratos tratados com captopril ip (10mg/kg) e 8 ratos
tratados com 1g/kg de whey proteins ip em volume de 1mL.

Os ratos foram pesados e alojados em gaiolas metabdlicas, passando por um
procedimento 14h antes da coleta de urina: cada rato recebeu LiCl/100g (Cloreto de
Litio) via gavagem. Apds jejum noturno receberam gavagem com agua (5% da massa
corporal), seguindo por mesma carga 1h apds. Passados 20 minutos da segunda
gavagem de agua, foi administrado ip os solutos correspondentes para cada grupo
(NaCl, whey ou captropil), iniciando assim a coleta de urina durante 2h.

Apo6s 2h da administracdo ip foi mensurada a PAS dos ratos utilizando um
eletroesfigmomandmetro, uma abordagem indireta com boa correlagao (0,975) com

meétodos diretos. Ao final, o sangue foi coletado por pungéo cardiaca.
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No plasma e urina foram medidos o sddio, potassio e litio por fotometria
(Micronal® B262, Sdo Paulo). A Creatinina foi mensurada espectrofotometricamente
(Genesys® V, EUA) e a osmolaridade do whey proteins com um osmodmetro
(Advanced Instruments®, EUA).

A administracao ip de whey diminuiu de forma dose-dependente a PAS 2 h
ap6s administragdo de 0,5 g/kg de whey (p=0,001) e 1,0g/kg (p=0,0018) em
comparagao ao controle veiculo que recebeu ip NaCl a 0,15 M.

A depuragao da Creatinina diminuiu significativamente (p=0,0084) no grupo
tratado com whey proteins em comparagao com o controle veiculo e tratados com
captopril.

A administracdo ip de 1,0g/kg de whey proteins também diminuiu a excre¢ao
fracionada de sodio para 0,021+0,019% em comparagdo com 0,126+0,041 e
0,66+0,015% em ratos controle e tratados com captopril, respectivamente (p=0,033).
Da mesma forma, a excregao fracionada de potassio em ratos tratados com whey
proteins (0,25 + 0,05%) foi significativamente menor (p=0,0063) do que no controle
(0,91 £ 0,15%) e ratos tratados com captopril (1,24 £ 0,30%), respectivamente.

Também foi realizado no mesmo estudo um ensaio in vitro para verificagao do
efeito do whey proteins sob a atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)
utilizando de eletroforese capilar.

Diferentes concentragbes de solugdo de whey proteins diluido em borato de
sédio foram misturados com ECA e adicionadas a hipuril-L-histidil-L-leucina, um
peptideo sintético que simula a reagao com a ECA e forma acido hipurico. As solugdes
com diferentes concentragdes de whey proteins, foram injetadas em capilar de silica,
com valor de concentragdo da solugdo de whey proteins necessario para inibir em
50% (IC50) o pico de acido hipurico, indicando inibigdo de 50% da atividade da ECA.

Como resultado do estudo in vitro, observou-se que a concentragao de acido
hipurico diminuiu a medida que a concentragcdo de whey proteins aumentou,
confirmando uma inibigdo moderada da ECA pelo whey proteins no IC50=0,68mg/mL,
evidenciando assim um efeito hipotensor.

Ja é sabido que compostos do whey proteins como a a-lactalbumina e (-
lactoglobulina, precursores de a-lactorfina e B-lactorfina, tém efeitos de inibicdo da
atividade da ECA e capacidade de ligarem-se aos receptores opioides, tendo agéo
vasodilatadora. Explicando assim os resultados de diminui¢do da PAS em ratos SHR

tratados com whey proteins. Além disso, sabe-se que as whey proteins sao ricas em
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calcio, o que também pode ter relagdo com o efeito hipotensor observado.

Assim, Costa et. al. (2005) concluem que existe uma via envolvendo inibi¢ao
da atividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) por meio dos efeitos do
whey proteins, ainda necessitando de mais investiga¢des utilizando também de
analise plasmatica da ECA e angiotensina Il durante o pico hipotensor em ratos.

Segundo Franzen et. al. (2016), em seu estudo sobre dose de whey proteins
e marcadores bioquimicos relacionados a composicdo corporal, realizado com 24
ratos machos Wistar sedentarios, com idade de 80 dias, foram divididos em 3 grupos
iguais sendo: grupo controle (CLT) com dieta padrao; grupo de dieta de cafeteria
(CAF) composta de 60% de carboidratos, 20% de lipidios, proteinas 15% e 5% de
outros constituintes; e um grupo de dieta com whey proteins concentrado (WPD)
composta de dieta padrdo enriquecida com 10% whey proteins (Probittica®),
caracterizando baixa dose proteica. O soro foi analisado automaticamente (Bio
Systems® A25), porém néo foi informado o método e reagentes utilizados.

A dieta foi administrada por racdo (ad libitum) durante 8 semanas de
experimento, mas nao foi informada a quantidade total consumida de racao
enriquecida em cada grupo, de modo que pudesse ser identificada a quantidade exata
de consumo total de proteina.

A massa corporal dos grupos apos 8 semanas foi significativamente maior do
que o pré (CLT: p<0,05, WPD: p<0,05 e CAF: p<0,001), também apresentando
diferenga entre os grupos (CLT vs. CAF: p<0,01; WPD vs. CAF: p< 0,001).

Em questdo ao foco na composicao corporal, o autor verificou o indice de Lee
dos ratos, e apenas os grupos CLT e CAF apresentaram aumento significativos em
relagéo ao pré (p<0,01 e p<0,001, respectivamente), sendo que o grupo CAF teve um
ganho mais expressivo em relagéo do que os grupos WPD (p<0,01) e CTL (p<0,001).

Nao houve diferenca significativa de concentracdo de Creatinina e Ureia
séricas quando comparados aos valores pré, ndo havendo também diferencas
estatisticas entre os valores pds entre os grupos. Porém, o estudo nao verificou a
depuracao dos analitos avaliados, por meio de analise de urina.

Desta forma, as baixas doses de whey proteins usadas no estudo nao foram
suficientes para causar prejuizos a funcao renal em ratos sedentarios, mesmo que
consumidas ad libitum.

Hegazy et. al. (2016) realizaram um estudo sobre o efeito renoprotetor da

lactoferrina (Radiance Nutritional Company®, New Zeland), um dos componentes
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bioativos do whey proteins, em ratos sedentarios com lesdo renal aguda (LRA)
induzida por dicromato de potassio (PDC - Sigma® Aldrich Chemical Co., USA).

Para isso, foram selecionados 36 ratos albinos Wistar machos adultos, com
massa corporal inicial de 200 a 250g, com livre acesso a ragao padrao e agua,
distribuidos aleatoriamente em 6 grupos: controle tratado com salina por 14 dias (n=6),
200mg-kg-dia-! (n=6) e 300mg-kg-dia-! de lactoferrina por 14 dias (n=6), e grupos LRA
tratados com 15mg/kg de PDC apds 14 dias de salina (n=6), 200mg-kg-dia™' (n=6) e
300mg-kg-dia™' de lactoferrina por 14 dias (n=6).

24h apods a injecao de PDC, foram coletadas as amostras de sangue via retro-
orbital. O soro foi usado para analise de Ureia, Creatinina e proteinas totais (kits
especificos Biodiagnostic®, Egypt). Apdés a coleta de sangue os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical.

Os marcadores séricos ndao apresentaram nenhuma diferenca dos grupos
controle tratados com lactoferrina (200 e 300mg-kg-dia™') em comparagdo ao grupo
controle tratado com salina, demonstrando concentracido sérica de Ureia, Creatinina
e proteinas totais semelhante entre os grupos.

Porém, houve um aumento significativo (p<0,05, ndo relata o valor exato de
p) da concentracao sérica de Ureia, Creatinina e proteina total dos ratos tratados com
salina e PDC em comparacgao com o controle salina normal. Podendo ser devido aos
efeitos nefrotdxicos do Crédmio, na indugado da LRA.

Contrapondo a isso, os demais grupos tratados previamente com lactoferrina
e que receberam injegcao de PDC, apresentaram niveis normais de concentracao dos
marcadores séricos em comparacgao com PDC e grupo salina normal. Indicando talvez
um efeito protetor do tratamento prévio com lactoferrina, ao ponto de atenuar os
efeitos do crémio na indugéo da LRA.

Os rins foram extraidos e pesados, em seguida fixados em formol 10%
durante 72h apds isso embebidos em parafina e cortados em micrétomo com 5um de
espessura e corados com Hematoxilina e Eosina (HE). Foram confeccionadas 5
secgdes por grupo, e examinadas 10 campos por secc¢éo, sendo ao total 50 campos
por grupo. As imagens foram obtidas em microscépio (Olympus CX31), e analisadas
com base numa escala com graus de lesao renal de 1 a 4.

A partir disso, foi observado que nos grupos controle tratado com salina e com
lactoferrina (200 e 300mg-kg-dia-!) as estruturas glomerulares e tubulares estavam

normais. Porém, no grupo tratado com salina e PDC foram observadas alteracdes
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tubulares moderadas e graves (escore 3,60+1,14) com lesbes degenerativas,
inflamatdrias e hiperplasicas, sendo também observados congestionamentos dos
capilares glomerulares causados por células epiteliais acumuladas, quem poderiam
estar acompanhadas de leucadcitos, sugerindo reagao inflamatoria.

Porém os grupos previamente tratados com lactoferrina (200 e 300mg-kg-dia-
) e PDC observou-se as alteragdes atenuadas, corroborando com os resultados de
concentragao sérica.

Porém, conclui-se que o pré-tratamento com lactoferrina nas doses de 200 e
300mg-kg-dia™! foi eficaz em proporcionar efeito renoprotetor sob a Les&do Renal
Aguda induzida por Crémio, confirmada pelos resultados bioquimicos e histolégicos
em ratos Wistar. Tais resultados, podem ser devido as propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias da lactoferrina, uma glicoproteina presente no whey proteins em
pequena quantidade.

No estudo de Aparicio et. al. (2014a), realizado com 120 ratos machos jovens
da linhagem Wistar, com massa corporal inicial em gramas de 16548, foram divididos
igualmente em 2 grupos: grupo ragao com whey proteins (WP) e grupo ragédo com soja
(SP). As ragdes foram enriquecidas com 10% de proteina (whey proteins ou soja),
caracterizando baixa dose. O autor ndo informa a quantidade total de consumo da
racao durante as 12 semanas.

Os ratos foram alojados em gaiolas metabdlicas, projetadas para coleta de
seletiva de fezes e urina, durante as 12 semanas de experimento. As gaiolas
permaneceram em ambiente com controle de temperatura (21£2°C) e controle do ciclo
claro/escuro 12:12. Os ratos tiveram livre acesso as ragdées WP ou SP e agua
destilada, e o consumo foi mensurado diariamente. A massa corporal foi medida
semanalmente no mesmo horario. Nao houve diferenga significativa da massa
corporal final entre os grupos.

Ao final do experimento foi realizada analise do volume da diurese (nao
informa o tempo de coleta: 12h ou 24h) onde o grupo WP teve volume médio de
4,03mL e SP volume médio de 3,05mL. WP teve volume de diurese significativamente
maior (p=0,020). Imediatamente ap6s a mensuracdo do volume de diurese, foi
realizada a medida do pH urinario (pH-meter Crison®, Barcelona, Spain) e os ratos
que consumiram dieta WP tiveram pH mais acido do que os que consumiram dieta SP
(p<0,001), tendo valores médios de 6,34 e 6,72 respectivamente.

O pH urinario acido demonstra boa capacidade de eliminacdo dos residuos
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metabdlicos, indicando boa fungao renal, porém quando o pH &cido esta associado
ao aumento de minerais como Calcio e diminuicdo do citrato, pode ser um indicador
de Nefrolitiase. Aparicio et. al. (2014a) verificou que os niveis de calcio urinarios
também estavam mais elevados em WP (p<0,001) e de citrato urinario diminuidos
(p<0,001).

Os marcadores sanguineos foram analisados automaticamente (Hitachi-
Roche® p800 e ndo apresentaram diferencas estatisticas na Ureia plasmatica. Mas
apresentaram diferenga nas proteinas totais (p<0,001) em que o grupo da dieta com
whey proteins (WP) teve concentracdo mais elevada do que SP, podendo sugerir que
as whey proteins podem aumentar o conteudo proteico na circulagao.

O peso absoluto dos rins foi significativamente maior em SP (p=0,015). Se
tratando da area glomerular (um?), ndo foram encontradas diferengas significativas
que indicassem quaisquer alteragdes morfoldgicas.

Assim, Aparicio et. al. (2014a) conclui que a o pH acido da urina, aliado ao
aumento do calcio e diminuicdo do citrato urinario por efeito do consumo de whey
proteins a longo prazo pode aumentar o risco de Nefrolitiase (calculo renal). Porém
ressalta-se que nao houve alteragdo morfoldgica renal. Assim o autor sugere que pode
ser mais interessante a inclusdo de SP especialmente em casos de maior risco de
Nefrolitiase. Porém, destacamos ainda que seria crucial a verificagao desses efeitos
em comparagao a um grupo controle.

No estudo de Nebot et. al. (2014) realizado com 140 ratos Wistar machos,
divididos em 4 grupos sendo: 45% de whey proteins, 10% de whey proteins, 45% de
proteina de soja e 10% de proteina de soja, caracterizando proteina alta e normal. O
protocolo teve duracao de 12 semanas e a proteina foi fornecida através da ragcao. A
massa corporal foi medida semanalmente, no mesmo horario e apos jejum de 6 horas.
Os ratos tiveram livre acesso a racdo e agua, e o consumo de racao foi medido
diariamente. Nao tiveram diferenga significativa na massa corporal final entre os
grupos.

A ingesta de ragdo foi menor nos grupos de proteina alta (45%) em
comparagao com as dietas de proteina normal (10%) independente da fonte de
proteina (WP ou SP).

Sobre a proteina total consumida durante o experimento, os grupos com dieta
a 10% e 45% de proteina da soja ou whey proteins consumiram em média 1,62 a

1,65g-kg-dia’' e 6,74 a 6,89g-kg-dia’ respectivamente, sendo significativamente
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maior o consumo de proteinas nos grupos de alta dose (300% maior), independente
da fonte proteica.

No 74° dia foi realizada coleta de urina de 12h para a analise de pH (pH-meter
Crison®, Barcelona, Spain), calcio e citrato, marcadores comumente usados no
diagndstico de Nefrolitiase.

O volume de diurese de 12h dos grupos tratados com whey proteins por 12
semanas em dose normal 10% (1,62 g-kg-dia') foi em média 3,92 mL e alta dose 45%
(6,74 g-kg-dia™') foi de 4,43mL. Sendo 36% mais elevado nos grupos com dieta alta
de proteina (p<0,0001).

O célcio na urina foi 65% mais elevado para dieta alta e 60% mais elevado
para os grupos com dieta whey proteins em comparagao com a dieta de proteina de
soja (p<0,01). O citrato urinario foi 50% mais baixo para os grupos com dieta de
proteina alta do que os grupos com dieta normal de proteina (p<0,0001).

Em relagado ao pH urinario tanto para dose normal quanto para alta dose os
valores giraram em torno de 6,5 sendo caracterizado como um pH acido. Porém o pH
urinario foi 8% mais baixo (acido) para os grupos de dieta com proteina alta em
comparagao aos grupos com dieta normal (p<0,0001).

Unindo os fatores de pH acido, calcio elevado e citrato baixo, corroboram para
possivel nefrolitiase, para os grupos que receberam dieta com alta proteina (45%)
independente da fonte proteica. Mas, para alguns marcadores 0s grupos que
receberam fonte de proteina de soja tiveram resultados mais amenos.

Os marcadores sanguineos foram analisados automaticamente (Hitachi-
Roche® p800) porém o autor ndo informa os reagentes utilizados.

Houveram diferengas significativas (p<0,0001) da Ureia plasmatica quando
comparados os grupos com dieta de 45% de whey proteins (HP) e 10% de whey
proteins (NP), demonstrando que a concentragao de Ureia plasmatica foi 46% maior
nos grupos HP suplementado com whey proteins. Porém 0s grupos que receberam
proteina da soja, apresentaram valores mais baixos de Ureia plasmatica em
comparagao aos grupos que receberam whey proteins (p<0,001).

Desta maneira, no estudo de Nebot et. al. (2014) concluiram que dietas com
teor de proteina de 45% poderiam ser mais eficazes do que dietas com proteina
normal (teor de 10%), mesmo com o aumento da acidez de alguns marcadores como
Ureia e pH, o autor indica que podem ser reduzidos caso a fonte seja proteinas de

soja, por se tratar de fonte vegetal.
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Athira et. al. (2013) em um estudo agudo sobre o efeito do whey proteins sob
0 estresse oxidativo, realizado com 24 camundongos albinos machos e sedentarios,
com massa corporal de 20 a 35g (ndo informa a idade), divididos em 5 grupos a seguir:
Controle tratado com injec&o intraperitoneal (ijp) de agua por 4 dias seguido de
administragao oral de agua por 2 dias; Controle paracetamol tratado com agua via ip
por 4 dias seguido de administracdo oral de 300mg/kg de paracetamol por 2 dias;
Preventivo tratado com 4mg/kg de whey proteins via ip por 4 dias seguido de
administracao oral de 300mg/kg de paracetamol por dois dias; Curativo tratado via
oral com 300mg/kg de paracetamol por dois dias seguido 4mg/kg de whey proteins ip
por 4 dias; Oral tratado com 8mg/kg de whey proteins via oral por 4 dias seguido de
300mg/kg de paracetamol via oral por 2 dias.

O paracetamol € um farmaco comum que em doses excessivas € indutora de
estresse oxidativo e pode causar efeitos hepatotdxicos e nefrotéxicos. Por isso nesse
estudo os pesquisadores utilizaram o paracetamol como ferramenta para induzir
estresse oxidativo em camundongos, verificando assim os efeitos do whey proteins
sobre o estresse oxidativo.

O estudo teve duracao total de 7 dias e nesse periodo os camundongos
tiveram livre acesso a ragao padrao e agua. Nao houve controle de consumo da ragao.

Ao sétimo dia os camundongos foram eutanasiados por deslocamento
cervical, e a coleta de sangue foi realizada por pung¢éo cardiaca. O sangue ficou em
temperatura ambiente durante a noite para coagular, e posteriormente realizaram a
separagao do soro.

Dentre os marcadores de interesse para o presente estudo, Athira et. al.
(2013) analisaram no soro os marcadores bioquimicos de Alanina Aminotransferase
(ALT), Fosfatase Alcalina (ALP), Creatinina e Nitrogénio Ureico (BUN) por
espectrofotometro (Kits Erba Diagnostics®, Mannheim, Germany).

Observou-se que os marcadores hepaticos e renais tiveram concentragoes
significativamente maiores nos grupos tratados com paracetamol do que no grupo
controle (n&o informa o valor de p). Esses resultados indicaram que houve necrose
hepatocelular e nefrotoxicidade.

Ja nos camundongos tratados oralmente com whey proteins (8mg/kg) e
depois receberam paracetamol, houve reducdo significativa dos marcadores
hepaticos e renais, porém os camundongos que receberam whey proteins ip tiveram

resultados significativamente menores dos marcadores renais e hepaticos do que os
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camundongos tratados com whey proteins via oral.

Diante disso vale ressaltar que dietas ricas em proteinas tendem a
proporcionar aumento da concentragao de Ureia, devido a quebra das proteinas em
aminoacidos, que s&o catabolizados no figado formando assim amoénia, sendo
depositada no sangue em forma de Ureia e transportada para os rins para a excregao.

Nos resultados de BUN os grupos que receberam paracetamol tiveram menor
concentracdo sérica do que o grupo controle (13,85+1,20 vs. 20,52+0,67mg/dL),
porém quando a whey proteins foi administrada tanto oral quanto ip (preventivo e
curativo) o BUN aumentou em comparagao ao grupo controle, e foi significativamente
maior do que nos grupos tratados com paracetamol.

Niveis altos de BUN no soro indicam mau funcionamento dos rins (excregao
de residuos prejudicada) e quando os niveis estdo baixos indicam doenga hepatica
(prejuizo na metabolizagcdo das proteinas), nesse sentido os resultados de BUN
menores nos grupos paracetamol do que no controle, podem ser devido a
hepatoxicidade induzida pelo paracetamol.

Quando administrado o whey proteins, observou-se efeito oposto pois BUN
aumentou para niveis normais semelhante ao grupo controle e foi significativamente
maior do que os camundongos que receberam paracetamol, demonstrando assim que
0 whey proteins teve um importante efeito amenizador da toxicidade.

Desta forma, Athira et. al. (2013) concluem que whey proteins € um potente
protetor contra a hepato-nefrotoxicidade induzida por paracetamol e pode ser eficaz
quando usado em alimentos que promovem saude como ingrediente biofuncional.

Adechian et. al. (2011) em seu estudo alocou 30 ratos Wistar machos em
gaiolas metabdlicas individuais durante todo o experimento em ambiente controlado
(temperatura de 20+1°C, umidade de 50+5% e ciclo claro/escuro 12h). Inicialmente os
ratos tinham massa corporal em gramas de 315,3+1,8 e foram aclimatados 4 dias
antes tendo livre acesso a ragao padrao e agua.

Apods os 4 dias de aclimatagao, os ratos foram alimentados com dieta rica em
gordura e sacarose durante 5 semanas (dieta hiperlipidica), em forma semiliquida
obtida de dieta em p6 misturada com agua. Nos 4 dias finais, foram coletadas as fezes
e urina dos ratos para mensuracao do balango nitrogenado. Findada a primeira etapa,
os ratos foram divididos em trés grupos com massa corporal média em gramas igual
(420,518,6; 420,518,8 e 420,8+7,5).

Entdo nas 3 semanas seguintes os ratos receberam quantidade limitada de
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dieta rica em proteinas (dieta restrigdo), onde cada grupo recebeu dieta com fontes
de proteina diferentes por grupo (n=10 cada): grupo caseina, grupo proteinas soluveis
do leite (MSP) e grupo mistura (caseina+MSP).

A oferta limitada de dieta rica em proteina, teve como intuito representar uma
dieta de humanos rica em proteina, mas de baixa caloria em periodo equivalente (3
semanas para ratos é equivalente a mais de 6 meses para humanos).

Durante as 3 semanas (21 dias) de experimento, foram coletadas fezes e urina
diariamente sendo agrupadas por semana para mensuragéo do balango nitrogenado.
A massa corporal foi registrada 3 vezes por semana e o consumo da dieta foi
registrado diariamente.

Nos resultados relatados, a ingesta de alimentos n&o teve diferenca
significativa entre os grupos no periodo de alimentagdo rica em gordura e sacarose.
Durante a dieta de restricdo energética foram observadas diferengas significativas
entre os grupos na quantidade ingerida (p<0,05, o autor ndo informa o valor exato de
p), sendo essa diferenga mais evidente entre os grupos mistura e MSP, porém os
autores relatam que nos outros parametros analisados no estudo ndo houve diferenca
significativa entre os grupos mistura e MSP, indicando assim que a dieta ndo causou
grande impacto fisiolégico (ndo informa o p-valor).

Sobre as dietas, foi relatado que durante a dieta hiperlipidica nao houve
diferenca na ingesta de proteinas entre os grupos, seguindo sem diferenga até os 3
primeiros dias de administracdo das dietas ricas em proteinas e baixa energia. No
entanto, dos dias 4 a 21 da dieta rica em proteina e baixa energia notou-se aumento
significativo com consumo de proteina, tendo médias de consumo por grupo: mistura
3,51+0,04g/dia; caseina 3,3310,02g/dia; MSP 3,16+0,03g/dia. Embora muito préximos
esses valores foram significativamente diferentes, cerca de 5 a 10% (n&o informa o p-
valor).

A massa corporal no periodo de dieta hiperlipidica, apresentou aumento
gradativo durante as 5 semanas, com aumento médio de 6,3g/dia. Ja quando iniciou
a administragédo da dieta com restricao caldrica e alta proteina, notou-se estagnacao
no crescimento dos ratos e diminuicao de 7,5% da massa corporal. Porém, nao foram
observadas diferengas significativas entre os grupos (nao informa o p-valor).

Também n&o houveram diferengas significativas entre os grupos nos pesos
relativos de depdsitos de gordura, figado, musculos e rim.

Quando findado o periodo de restricdo energética e dieta hiperproteica,
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mensuraram no plasma o perfil de aminoacidos dos ratos, porém sé houve diferenca
significativa na quantidade de leucina dos grupos caseina, sendo maior que MSP
(p<0,05, o autor n&o informa o valor exato de p), semelhantemente a fenilalanina do
grupo caseina foi maior que MSP (p<0,05, o autor ndo informa o valor exato de p).
Nos marcadores plasmaticos glicose, insulina, triglicerideos, colesterol total, HDL e
LDL (kit comercial Horiba® ABX, Franga) ndao houveram diferengas entre os grupos
(n&o informa o p-valor).

As coletas urinarias foram realizadas em 4 momentos: ultimos 4 dias da dieta
hiperlipidica e 12, 22 e 3% semanas da dieta de restricao energética e rica em proteina.
O balango nitrogenado quando comparado a dieta hiperlipidica, aumentou
significativamente a excregao de proteina na urina (nitrogénio x 6,25) na dieta com
restricio mesmo na primeira semana, onde a ingesta de proteina foi mais baixa nos 4
primeiros dias da dieta com restricao (nao informa o p-valor).

Nao houve diferencga significativa entre os grupos na excregao de proteina na
urina (nitrogénio x 6,25), apesar de ter tido diferenga na quantidade de proteina
consumida entre os grupos durante a dieta com restrigéo.

Quando comparado com o periodo de dieta hiperlipidica, a excregao fecal de
proteinas (nitrogénio x 6,25) no periodo de restricao foi significativamente reduzida na
primeira semana, e depois aumentou na semana 2 € 3 em todos grupos. Também foi
significativamente diferente entre os grupos durante as semanas 1, 2 e 3 da dieta com
restricdo, com maior valor de excregao fecal no grupo caseina, intermediario no grupo
mistura e menor no grupo MSP (nao informa o p-valor).

Sobre a digestibilidade estimada das proteinas (=100 x [proteinas ingeridas —
proteinas excretadas nas fezes] / proteinas ingeridas) foi menor no grupo caseina
(88%) do que nos grupos mistura e MSP (93%) (n&o informa o p-valor).

O autor também relata que o balanco nitrogenado foi estatisticamente mais
reduzido na semana 1 de restricdo energética do que no periodo de dieta hiperlipidica,
embora tenha permanecido positivo em todos os grupos (ndo informa o p-valor).

Os dados também demonstram diferencas estatisticas constatando balanco
reduzido na semana 2 de dieta restricdo em comparagcdo ao periodo de dieta
hiperlipidica, tendendo ao aumento (p=0,06) durante a semana 3 de restricdo. Entre
os grupos nao houve diferenca significativa na excregéo fecal (ndo informa o p-valor).

O teor de nitrogénio na urina e fezes foi mensurado pelo método de Kjeldhal

e o equilibrio de proteina foi calculado com base na proteina ingerida e excretada na



46

urina e fezes (ndo informa o p-valor).

Também foi mensurada na urina a excregao de 3-metil-histidina (nmol) por
pmol de Creatinina, um marcador que serve como indice de degradacao proteica do
musculo esquelético a partir da concentracao urinaria. A excrecao de 3-metil-histidina
diminuiu durante a primeira semana de restricdo somente para o grupo caseina,
mantendo-se estavel nos outros dois grupos. Nas semanas 2 e 3 de restrigdo os
valores de excregdo se mantiveram semelhantes em todos os grupos (ndo informa o
p-valor).

Embora tenha ocorrido maior excregao fecal de nitrogénio, parece que foi
compensada por diferengas na ingestao de proteinas, ndo sendo entao suficiente para
inferir diferencas o balango nitrogenado.

Diante dos resultados apresentados por Adechian et. al. (2011), o autor relata
a importancia do fornecimento de quantidade de proteina suficiente para minimizar a
perda de massa corporal durante periodo de restricao energética, mas parece que a
natureza da fonte proteica ndo tem impacto sobre esses efeitos

Embora pareca que o metabolismo das proteinas possa se adaptar de forma
diferente conforme a natureza das proteinas, haja vista que o objetivo do estudo foi
comparar o efeito de uma proteina de absorgao lenta (caseina) com uma de absorgao
rapida (MSP) sob a perda de massa corporal induzida por restricdo energética.

Desta maneira Adechian et. al. (2011) concluem que em ratos obesos
submetidos a restricdo de energia, a fonte proteica n&o influenciou na retencéo de

proteinas no corpo.

25 Avaliagao da funcao renal em ratos e camundongos treinados nao

suplementados

Em um estudo com duracédo de 4 semanas realizado por Lin et. al. (2015),
verificou-se os efeitos do treinamento vibratdério de corpo inteiro na performance fisica
e nos marcadores bioquimicos em camundongos de meia-idade. O uso desse modelo
de treinamento segundo o autor, demostra efeitos de melhoria do desempenho como:
aumento da forga muscular, poténcia muscular e até mesmo efeito de aumento
muscular.

Para essa investigacédo, foram selecionados 24 camundongos C57BL/6 de
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meia idade (15 meses de idade), sendo aclimatados durante uma semana ao
ambiente e dieta. Apds a aclimatacédo foram divididos aleatoriamente em 3 grupos
iguais e com massa corporal em gramas semelhante: sedentarios controle 33,6+0,7
(SC), vibracdo baixa frequéncia 33,5+0,7 (LV) e vibragédo alta frequéncia 33,8+0,4
(HV). Os camundongos receberam agua e ragao padrao ad libitum, sendo registrados
os valores de consumo diariamente durante as 4 semanas de experimento. Nao houve
suplementagcdo com whey proteins.

Os grupos LV e HV foram expostos a vibragao de corpo inteiro (WBV) numa
plataforma de vibragao especifica (Body Green®, Qigong Master, BW760, Taiwan). A
frequéncia de vibragao para o grupo LV foi de 5,6Hz (pico de aceleragao 0,13g) e para
o grupo HV foi de 13Hz (pico de aceleragéo 0,68g). O treinamento de WBV ocorreu
sob supervisao continua tendo duragcdo de 15 minutos por sesséo, sendo 5 sessdes
realizadas por semana, durante 4 semanas de experimento. Todas as sessdes de
treinamento foram realizadas no mesmo horario.

Ao final das 4 semanas nao foram observados efeitos do treinamento de WBV
sob o consumo de alimentos, consumo de agua e massa corporal final. Em sequéncia
foram aplicados dois testes de desempenho: forca de preensao e teste de exaustao
no nado.

Dentre os testes de desempenho, verificou-se a forga de preensdo dos
membros anteriores com um medidor de preensdo especifico (Model-RX-5, Aikoh
Engineering®, Nagoya, Japao) apos as 4 semanas de treinamento de WBV.

Foi entdo observado que os camundongos HV apresentaram maior aumento
da forca de preensdo em comparacgao aos sedentarios (p=0,0193) e sem diferenca
em relagdo a LV. Na anadlise de tendéncias observou-se aumento da dose-resposta
em relacdo a frequéncia de treinamento WBV (p=0,0009). Sendo assim a alta
frequéncia de vibragao foi eficaz no aumento da forga muscular em camundongos de
meia idade.

Também apdés as 4 semanas de treinamento os camundongos foram
submetidos a um teste de exaustdo de nado com carga equivalente a 5% da massa
corporal fixada a cauda, para analisar o tempo de resisténcia antes da exaustao. A
exaustao foi determinada pela perda de movimentos bem coordenados e demora de
7 segundos para o retorno a superficie. Porém, ndo houve diferenga significativa no
tempo de nado (endurance) entre os grupos, mas apresentou tendéncia ao aumento

do tempo a partir do aumento da frequéncia do treinamento de WBYV (p=0,0003).
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Dentre os marcadores renais avaliados, verificou-se as concentracdes séricas
de albumina, proteina total, nitrogénio ureico (BUN) e Creatinina, por meio de
autoanalisador (Hitachi 7080®, Téquio).

Tanto a albumina sérica quanto as proteinas totais no grupo controle foram
significativamente menores do que nos grupos LV e HV (p<0,05, ndo informa o valor
exato de p), demonstrando tendéncia (p=0,0012 e p=0,0407, respectivamente) ao
aumento da concentracdo conforme a frequéncia do treinamento de WBV.

Porém, para a Creatinina observou-se uma diminuicdo da dose-resposta com
o treinamento (p=0,0020), e o grupo HV apresentou menor concentragao sérica do
que o grupo sedentario (p<0,05, nao informa o valor de exato de p). Ja o nitrogénio
ureico (BUN) ndo se observou diferenga estatistica entre os grupos e ndo também nao
houve tendéncia de dose-resposta ao treinamento.

Apos a coleta de sangue, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Os musculos gastrocnémicos e soleo foram extraidos e
pesados, tendo o peso relativo determinado a partir da massa corporal final. Nao
houve diferenga significativa do peso absoluto da soma dos musculos entre os grupos,
nao apresentando também tendéncia de dose-resposta (p=0,1087). Porém o peso
relativo da soma dos musculos foi significativamente maior em HV (p<0,05, nao
apresenta o valor exato de p) em relagao ao sedentario e LV. Houve também tendéncia
de aumento do peso relativo dos musculos em dose-resposta a frequéncia de vibragao
do treinamento de WBV (p=0,0003).

Os rins foram extraidos e pesados e o peso relativo dos rins foi determinado
com base na massa corporal final. Nao houve diferenga no peso absoluto e relativo
dos rins entre os grupos, ndo havendo também tendéncia (p=0,8189 e p=0,8667,
respectivamente).

Em sequéncia, foram embebidos em formol 10%, parafinados, cortados em
micrétomo a 4um de espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE). A analise
foi realizada em microscépio equipado com camera (BX-51; Olympus, Toquio, Japao).
Foram encontradas alteragdes leves no tecido renal, sendo apontados pelo autor
como casados pela idade dos camundongos.

Em conclusao, Lin et. al. (2015) afirmam que o treinamento de WBV em baixa
e alta frequéncia proporcionou melhorias de desempenho observadas pelo aumento
da forca de preensao e melhorias modestas do tempo de nado no teste de exaustao.

Além disso, foi eficaz no aumento da massa muscular relativa, podendo sugerir
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melhorias da composigao corporal. e que embora tenham sido observadas alteragbes
leves na morfologia renal, o marcador Creatinina se mostrou diminuido em resposta
ao treinamento.

Aparicio et. al. (2014b), resolveram investigar os efeitos do treinamento
resistido de alta intensidade sobre a morfologia renal 20 ratos Wistar machos divididos
igualmente em dois grupos: treinamento de alta intensidade (HIE) e sedentario.

Os ratos nao foram suplementados com whey proteins, mas a ragao teve
como fonte proteica um isolado de proteina de soja, tendo como base a formulagéo
recomendada pelo American Insitute of Nutrition (AIN-93) para ratos consistindo em
10% de teor de proteinas e tiveram livre acesso a ragao e agua destilada, porém nao
houve diferenga na ingesta de ragédo entre os grupos. Ja na MCT final o grupo
sedentario foi significativamente maior (p=0,009) do que HIE.

Os ratos foram adaptados uma semana antes do inicio do experimento e em
sequéncia foi realizado teste de 1RM para verificacdo do peso maximo carregado para
determinacdo da intensidade de treinamento. A intensidade foi progressiva
aumentando a cada semana, iniciando com 55% e finalizando o experimento com 85%
de 1RM.

O protocolo de treinamento resistido foi de esteira rolante motorizada em
velocidade constante de 35cm/s durante as 12 semanas, com 3 a 4 sessdes por
semana em dias alternados. O treinamento foi realizado no periodo escuro e cada
sessdo teve 10 séries com intervalo de 1 minuto. As cargas foram amarradas na cauda
e tiveram reajuste semanal com base no 1RM, porém nao informam no estudo os
valores de ganho de forga ao longo das 12 semanas.

Na 11 semana do experimento os ratos foram alojados em gaiolas
metabodlicas em ambiente controlado para a coleta de amostra de urina de 12h.
Analisou-se na urina o pH, calcio e citrato. O calcio urinario foi determinado por
espectrofotometria (PerkinElmer® Analyst 300, USA). O pH foi determinado por pH-
metro (Crison®, Spain), € o nivel de citrato urinario foi determinado usando kit
comercial (Spinreact® SA, Spain).

Os valores de volume de urina de 12h médios foram de 0,36 mL/h (4,32 mL)
para o grupo HIE e de 0,23 mL/h (2,76 mL) para os sedentarios. O grupo HIE teve
volume de urina significativamente maior do que o sedentario (p=0,025).

Os valores de pH foram na ordem de 6,84 para o grupo HIE e 7,25 para o

sedentario. Nao houve diferenga significativa nos pH, citrato e calcio urinario.
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E relevante inferir que a manutencéao do pH acido pode indicar melhor filtracéo
e excregcao adequada dos residuos do metabolismo, mantendo o meio interno alcalino,
pois dietas com teor de proteina elevado em condigdes normais o pH deve ser mais
acido, e ndo havendo diferencas na excregao de citrato e calcio entende-se que nao
ha indicio de Nefrolitiase.

Também foram analisados os marcadores Ureia, Creatinina, proteinas totais,
albumina e lactato desidrogenase no plasma usando analisador automatico (Hitachi-
Roche® p800). O grupo HIE teve maior concentracdo plasmatica apenas de Ureia
(p=0,015), enquanto que o grupo sedentario teve maior concentracéo de Creatinina
(p=0,001). Nao diferiram entre si nos marcadores de proteinas totais, albumina e
lactato desidrogenase.

Em acréscimo sobre o estresse induzido pelo treinamento, o grupo HIE teve
valores médios significativamente maiores para os marcadores creatina quinase
(p=0,027) e corticoesterona (p=0,004).

Nao houve diferenga no peso dos rins, tanto em valores absolutos quanto em
relativos. Histologicamente notou-se que o tecido conjuntivo intersticial foi 30% mais
elevado em HIE (p<0,05), semelhantemente as areas glomerulares foram
significativamente maiores em HIE (p<0,05). A analise foi feita utilizando de algoritmos
de processamento de imagem no software Fibrosis HR®.

Aparicio et. al. (2014b) concluem que o exercicio de alta intensidade
proporcionou o efeito observado no estudo, ou seja, o estresse induzido pelo tipo de
exercicio utilizado no estudo pode ter sido responsavel pelos efeitos deletérios na
morfologia renal.

Peng et. al. (2012), investigou os efeitos do treinamento de natacdo em
modelo de Doenga Renal Crénica (DRC) induzida por doxorrubucina em ratos
Sprague-Dawlley adultos com idade de 4 semanas e massa corporal de 220 a 250g.

Na primeira semana, 36 ratos Sprague-Dawlley foram aclimatados em sala de
animais com temperatura de 23°C+1°C, com ciclo claro/escuro de 12:12, e tiveram
livre acesso a ragao padrao e agua.

Ao final da primeira semana os ratos foram divididos aleatoriamente em 6
grupos iguais (n=6): sedentario normal, DRC sedentario, Natagdo 30 minutos, DRC +
natacao 30 minutos, Natagdao 60 minutos e DRC + natagao 60 minutos.

Na segunda semana foi realizada a aclimatagao ao treinamento de natagao

com um protocolo de progressédo de tempo de nado de 5 a 10 minutos, seguindo para



51

20, 30, 40 e 50 minutos por dia. Apés a aclimatag¢ao ao nado, a DRC foi induzida com
uma unica administragao subcutanea de 7,5mg/kg de doxorrubicina.

O protocolo de treinamento de natacdo foi iniciado no dia seguinte a
administracdo de doxorrubicina. Ou seja, na terceira semana os ratos realizaram 3
sessoOes de natagao de 30 minutos e 60 minutos por semana, durante 11 semanas.

A cada duas semanas foram coletados sangue e urina em gaiola metabdlica
durante as 11 semanas de experimento para analise bioquimica. A massa corporal foi
medida semanalmente. Ao final os ratos foram eutanasiados e os rins foram pesados
para calculo da relacéo entre peso do rim e massa corporal, e analise histologica.

Em seguida os rins foram fixados em formol 10% em PBS (pH 7,4) a 4°C por
24h para preparagado do tecido para analise histoquimica. Apds as 24h os tecidos
foram incorporados em parafina, e as sec¢des em parafina foram desparafinadas em
xileno e reidratadas em etanol. Os corantes utilizados foram hematoxilina de Weigert
(Sigma-Aldrich®, EUA) e Sirius Red (Sigma-Aldrich®, EUA).

Dentre os marcadores investigados semelhantes ao usados no presente
estudo, analisaram Nitrogénio Ureico (BUN), Albumina, Creatinina e Acido Urico,
utilizando kits especificos (Roche®, Suiga) em analisador automatico (Symex® K-
1000, EUA).

Como resultados da massa corporal, o autor informa que o ganho de massa
corporal para os grupos controle normais (sedentario, natagédo 30 minutos e natagao
60 minutos) apresentou aumento semelhante, ndo havendo diferengas entre si. Os
ratos com DRC induzida ndo apresentaram ganho de massa corporal por 11 semanas,
porém na oitava semana apresentaram declinio da massa corporal (no estudo nao
informa o valor de P).

Os ratos com DRC induzida apresentaram inchago nos rins devido a edema
renal, apresentando valores médios de 0,33% para sedentario enquanto para os
grupos sedentario+DRC, natagdo 30 minutos+DRC e natacdo 60 minutos+DRC os
valores médios foram de 0,49, 0,67 e 0,59% respectivamente, apresentando melhor
efeito para o treinamento de 60 minutos de natacao (o estudo nao informa o valor de
P).

Também foi observada na aparéncia externa dos rins que os ratos normais
tiveram rins com coloragdo mais avermelhada em comparacao aos rins dos ratos com
DRC induzida por doxorrubicina, que tiveram aparéncia mais esbranquigada. Além

disso, foi encontrado grave inchago em rins dos ratos com DRC e que treinaram por
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30 minutos, contendo cistos com liquido, indicando que 30 minutos de natagao nao foi
suficiente para atenuar os efeitos da DRC induzida, corroborando com os valores de
peso do rim/kg de massa corporal (%) do mesmo estudo. Porém, para os ratos com
DRC que treinaram por 60 minutos a aparéncia foi melhor, embora com inchaco a
coloragao foi menos esbranquigada e sem a presenca de cistos com liquido.

Os ratos normais apresentaram volume glomerular semelhantes entre si,
porém os grupos com DRC induzida apresentaram maior volume glomerular do que
os ratos normais. O grupo DRC sedentario apresentou maior volume glomerular em
comparagdo com os ratos do grupo natagdo 30minutos+DRC e natagdo 60
minutos+DRC, demonstrando decaimento com o aumento do tempo de treinamento
com valores médios de 1,54mm3 e 1,33mm?* respectivamente, indicando melhor
resultado sobre o edema renal para os ratos que treinaram 60 minutos (o estudo nao
informa o valor de P).

O nivel sérico de BUN aumentou até 94 mg/dL até a semana 11 nos ratos com
DRC induzida. Mas a natacdo de 30 minutos n&o apresentou efeito de reducao na
concentracdo sérica de BUN, enquanto que a natacdo de 60 minutos apresentou
reducao parcial que se elevou somente até 48mg/dL, porém muito acima do valor para
ratos normais 15 a 21 mg/dL até a semana 11.

A concentragédo de acido urico no sangue, nao apresentou alteragdes
causadas pelo efeito do exercicio de natagéo, sendo todos os grupos considerados
dentro da faixa de normalidade.

A DRC induziu aumento da Creatinina sérica ao longo do estudo,
demonstrando aumento 1,0 a 1,1 mg/dL até a semana 11. O autor afirma que o
exercicio de natagdo ndo demonstrou nenhum efeito na restauragdo dos niveis de
Creatinina em referéncia aos valores dos ratos normais 0,2 a 0,8mg/dL até a semana
11.

A DRC induziu também diminuicdo da Albumina sérica em todos os grupos
com DRC induzida, tendo variagao de reducéo ao longo das 11 semanas de 2,4 a 2,6
g/dL, e o exercicio de natagao nao foi suficiente para restaurar os niveis em referéncia
aos valores dos ratos normais 3,4 a 4,8 g/dL até a semana 11.

Os parametros urinarios avaliados foram BUN, Creatinina e proteina, sendo
eles parcialmente melhorados com o treinamento de natagdo até a semana 11. A
Proteinuria no grupo DRC sedentario teve valor médio de 828 mg/dL, quando

comparado com o grupo DRC+natagédo de 30 minutos o valor foi de 507 mg/dL e de
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258 mg/dL para o grupo DRC+natagao de 60 minutos.

A Creatinina na urina nado apresentou diferencas entre os grupos
apresentando valores médios de 51 a 72mg/dL, exceto para o controle normal que
teve valor médio de 128mg/dL ao final, permanecendo semelhante aos valores iniciais
de todos os grupos 125 a 143 mg/dL.

O exercicio de natagao demonstrou efeito de reducdo nos valores urinarios
de BUN, sendo que para o grupo DRC sedentario o valor meédio foi de 247 mg/dL,
porém para os grupos DRC+natacgéo de 30 minutos e DRC+natagdo de 60 minutos foi
de 198 e 140mg/dL.

A reducdo de massa corporal observada no estudo pode ter relagdo com a
oferta limitada de aminoacidos da dieta padrao utilizada, além da associagdo aos
efeitos deletérios da DRC que elevam o estado catabdlico. Além disso, € observado
que a doencga causa redugao dos niveis circulatorios de aminoacidos reduzindo assim
o funcionamento do estimulo anabdlico. Porém, observou-se que o treinamento de
natacao de 60 minutos proporcionou melhorias em parametros renais de ratos com

DRC induzida por doxorrubucina.

2.6 Biomarcadores de Fun¢ao Renal

Dentre os muitos marcadores disponiveis para a mensuracao da funcéao renal,
serao descritos a seguir os que sao utilizados frequentemente na pratica clinica, haja
vista que o sumario de urina € o primeiro dos exames soliciados. Rico em
biomarcadores que tratam de indicadores de processos bioldgicos ou patolégicos com

fins de diagndstico ou monitorizagdo (Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2013).

2.6.1 Potencial Hidrogenidnico (pH)

O pH trata-se de uma escala de medidas que mensura o nivel de acidez ou
alcalinidade (neutralidade) de uma solugao. Na pratica clinica o pH pode ser medido
com um pHmetro, um equipamento especifico composto com um eletrodo para a
leitura do pH da solugao analisada e também um potencidmetro para calibragao do
equipamento a partir do potencial hidrogenidnico de solugdes padrao (SBN, 2013).

A avaliagdo do pH urinario € um marcador comum na pratica clinica, também

de baixo custo, conforme a Sociedade Brasileira de Nefrologia. Sendo muito
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mensurado com tiras reagentes, consideradas um material de baixo custo e comum
na pratica clinica de avaliacdo dos aspectos fisicos no sumario de urina (SBN, 2013).

O pH alterado, pode estar associado com desequilibrios acido-base, infec¢des
urinarias, altera¢des da fungéo renal e ingestédo alimentar, como por exemplo dietas
ricas em proteinas tendem a causar urina mais acida. Porém, como pontos negativos
dessa medida, o tempo entre coleta e medida pode influenciar no resultado assim
como o armazenamento da amostra (Wu, 2010).

Seu uso como marcador renal € devido a uma das fung¢des do rim de equilibrar
o pH sanguineo e manter o controle da osmolaridade. A regulagdo do pH sanguineo
€ realizada durante o processo de filtragdo. Normalmente quando o filtrado glomerular
segue para o Tubulo Contorcido Proximal ocorre a reabsorgéo de ions de hidrogénio,
acidos e agua, seguindo para o ramo descendente da Alga de Henle onde ocorre
reabsorcao de agua (20%). No ramo ascendente da Alga de Henle ocorre bomba de
Na*/ 2CI/ K*, transporte de Na* e H* e reabsor¢cdo de Mg**/ Ca* (Piva, Garcia e
Martha, 1999).

No Tubulo Distal ocorre reabsor¢ao de NaCl (5%) / Na* / K* e agua. Seguindo
para o Ducto Coletor onde ocorre reabsor¢céao de Ureia e equilibrio acido/base. Esses
processos auxiliam no controle do pH sanguineo que em padrées normais deve ser
neutro (em torno de 7,4), enquanto a urina que é excretada deve ser mais acida (pH
5,5-7,0). Quando a urina esta mais alcalina, pode ser indicativo de comprometimento
por infecgdes, porém quando estd acida de forma irregular pode ser devido ao
aumento da secrecado de H* devido a carga proteica (Piva, Garcia e Martha, 1999;
Araujo et. al., 2009; Mundim, 2010).

2.6.2 Densidade

A Densidade (ou gravidade especifica da urina) em adigao as concentragoes
plasmaticas de Creatinina e Ureia, pode ser um indicativo da fungao renal tubular.
Trata-se de uma mensuragao geral da concentragdo dos solutos da amostra, tendo
como principio a relagéo entre a massa de determinado volume da amostra e a massa
de um volume igual da agua destilada. Ou seja, indica a capacidade do rim em diluir
a urina por meio da capacidade renal de reabsorver substancias e agua. Quando essa
capacidade de diluigao, torna-se alterada, pode indicar comprometimento tubular
(SBN, 2013; Mundim, 2010; Araujo et. al., 2009).
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E amplamente utilizada na pratica clinica por ser de baixo custo e leitura
rapida, geralmente sendo aferida por refratdmetro ou tiras reagentes para urina.
Porém, € importante relacionar os valores de Densidade com o estado de hidratacéo
para evitar falsos resultados de comprometimento tubular, desta forma a verificacédo
da ingestdo de agua pode ser um fator extra a ser considerado na andlise da
Densidade urinaria (Araujo et. al., 2009; Mundim, 2010).

2.6.3 Glicosuria

A glicose perpassa livremente pela Capsula de Bowman, sendo quase toda
fitrada. Em sequéncia é reabsorvida por transporte ativo através dos tubulos
proximais e por isso o ideal € que haja uma quantidade quase nula de glicose na urina,
a ponto de ser indetectavel principalmente em tiras reagentes (SBN, 2013).

A presenca de glicose na urina ou glicosuria pode ocorrer caso a reabsorgao
tubular seja insuficiente, fato que geralmente ocorro quando os niveis séricos de
glicose estao entre 160 a 180mg/dL (SBN, 2013).

2.6.4 Proteinuria

A Proteinuria é considerado um marcador mais sensivel e um indicador mais
precoce em comparagao as dosagens de Creatinina ou Ureia, pois a Creatinina e
Ureia sérica ficam elevadas apenas quando 75% ou mais dos néfrons estiverem
lesionados, enquanto a relagéo proteina/Creatinina aumenta desde os primeiros 25%
de comprometimento dos néfrons (Lanis et. al., 2008; Hewitt, Dear e Star, 2004; Alves,
2004).

A presenca de Proteinuria € um importante preditor de lesdo renal glomerular,
haja vista que em condigdes normais as proteinas nao devem ser livremente filtradas
pelos glomérulos, pois sua estrutura molecular é considerada grande o suficiente para
perpassar a Capsula de Bowman além de que as cargas negativas da membrana
basal do glomérulo também retém as proteinas, mesmo com a elevada pressao do
glomérulo.

Quando ha aumento da excregao urinaria de proteinas, significa que podem
haver alteragdes nas barreiras de filtracao glomerular com danos nos poddcitos, além

de que quando as cargas negativas da membrana basal do glomérulo sdo de alguma
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forma perdidas (nem sempre sendo possivel notar histologicamente), algumas
proteinas com baixo peso molecular (como a albumina) sao filtradas e aparecem na
urina e em pacientes com glomerulopatias existe correlacdo com a leséo histoldgica
(Dieterle et. al., 2010; SBN, 2013).

Na pratica clinica e laboratorial, é idenficada iniciamente na urina com tiras
reagentes (que geralmente s&do mais sensiveis a albumina) e caso detecte presenca
€ recomendada a quantificacdo por método colorimétrico tendo como principio a
reagcdo com vermelho de pirogalol (Morsch e Veronese, 2011; SBN, 2013).

Porém, o padréao ouro para quantificagao da Proteinuria € por urina de 24h,
mas pela dificuldade da coleta a preferencia tem sido pela amostra de urina isolada,
sendo corrigida pela Creatinina pelo uso da Relagdo Proteina/Creatinina, que
apresenta forte correlagéo (r=0,9010 e r?=0,569) com os resultados de Proteinuria de
24h (Solorzano et. al., 2012; SBN, 2013).

2.6.5 Creatinina

A Creatinina € um marcador endégeno de avaliagdo da fungao renal
amplamente utilizado na pratica clinica. Porém, pode ser um marcador falho para
individuos com grande volume de massa muscular (Kreider, 2017).

Sabe-se que a Creatinina € um derivado do metabolismo do musculo
esquelético e de dietas com ingestdo de proteinas elevada sendo liberada
constantemente na circulagao sanguinea, além de ser proporcional a massa muscular.
E derivada da degradacdo da creatina, sendo esta obtida da dieta rica em proteinas
(Figura 5) sendo a maioria da Creatinina (95%) encontrada no musculo esquelético
(Gabriel, Nishida e Mastroianni, 2011; Kreider, 2017).
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Figura 5 — Concentracao aproximada de Creatina muscular total (mmol/kg DW de

peso seco muscular) relatados conforme a dieta (Fonte: Kreider et. al., 2017).

De acordo com Gualano et. al. (2008a, 2008b) aproximadamente 1,7% da
Creatina muscular é convertida em Creatinina espontaneamente durante o dia. Ja
para Kreider et. al. (2017), os valores de conversao de Creatina para Creatinina sao
de 1% a 2% ao dia.

Embora a Creatinina possa ser livremente filtrada pelos glomérulos renais
devido ao seu baixo peso molecular (113 Da) e nao seja metabolizada e nem
reabsorvida pelos tubulos renais, uma parcela da Creatinina pode ser secretada nos
tubulos renais, o que diminui a confiabilidade dos resultados relativos a taxa de
filtragdo glomerular (Gualano et. al., 2008a; 2008b).

Porém, existem vantagens importantes na utilizacdo da Creatinina como
parametro de avaliacdo da fungao renal, pois para a pratica clinica € mais acessivel e
de facil manejo laboratorial, embora em caso de lesdo renal aguda n&o seja o
marcador mais indicado, pois detecta diminuicdes da Taxa de Filtracao Glomerular
apenas quando essa diminui¢do € superior a 50%, nao sendo indicada assim para
alteragbes rapidas na fungao renal (Prates et. al., 2007; Perrone, Madias e Levey,
1992).

Conforme a Figura 6 (Pag. 59), apdés a queda brusca da TFG ha atraso de
alguns dias para elevacédo da Creatinina Sérica, e também apds a recuperacao da
TGF o declinio da Creatina é tardio (Moran e Myers, 1985; SBN, 2013).

Dentre os indicativos informados, o uso da Creatinina pode falsear os
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resultados da Taxa de Filtragdo Glomerular. Como por exemplo, pelo aumento da
massa muscular, exercicio intenso e suplementagdo de creatina podem elevar os
valores de concentragao de Creatinina. Também estados de atrofia muscular podem
reduzir os valores de concentracido. Tanto que equacgdes de estimativa da Creatinina
tém sido desenvolvidas de modo que sejam considerados parametros como medidas
antropomeétricas, sexo, idade e etinia, ou a normalizagao pela massa corporal (mg/kg)
(Herget-Rosenthal, Bokenkamp e Hofmann, 2007).

Na pratica laboratorial € quantificada pelo método picrato alcalino padronizado
por Jaffé, podendo ter influéncias de substancias extras como cetonas, proteinas e
bilirrubina além de uso de alguns medicamentos que podem inibir sua secreg¢ao
elevando o nivel sérico sem necessariamente afetar a Taxa de Filtragdo Glomerular
(Delanghe e Speeckaert, 2011; Gabriel, Nishida e Mastroianni, 2011; Jaffé, 1886).

A Creatinina também é frequentemente utilizada para determinagédo da TFG
por meio da depuragcao em 24h, uma das diversas formas de determinacao da fungao
renal também denominada de Clearance (Figura 7, pag. 59).

A Creatinina além de filtrada ela pode ser secretada pelo tubulo proximal e por
isso ndo € um marcador ideal para determinacao da TFG, pois a substancia ideal para
determinar a taxa de filtragdo glomerular deve apresentar producédo constante, nao
deve ter sua concentracao influenciada por outras condi¢cdes e deve ser livremente
filtrada pelos glomérulos renais, e de preféncia sado ser absorvida ou secretada pelos
tubulos (Gabriel, Nishida e Mastroianni, 2011; SBN, 2013).
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Figura 6 - Dissociacao entre Taxa de Filtracdo Glomerular e Creatinina Sérica na

evolugdo da Lesado Renal Aguda (LRA) (Fonte: Moran e Myers,1985).

U
Depuragdo = — xVM (mL/minuto)
S

U: creatinina na urina (mg/dL)

S: creatinina (corrigida) no soro (mg/dL)

VM: volume minuto (volume urindrio de 24 horas, em mL, dividido por
1440).

Figura 7 — Equacao para determinagao do Clearance (depuragéo) de Creatinina

(Fonte: Labtest Diagnostica).
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2.6.6 Ureia

A Ureia é sintetizada a partir da Amoénia, produto da degradacé&o das
proteinas, por meio do ciclo da Ureia que ocorre na matriz mitocondrial. Para isso a
Amonia é transportada a mitocondria hepatica por meio do glutamato e glutamina até
a matriz mitocondrial. Sendo 90% do conteudo excretado em forma de Ureia pelos
rins (Dusse et. al., 2015).

Por isso € um marcador dogeno usado para avaliagdo da fungéo renal na
pratica clinica, baseando-se em técnicas colorimétricas com emprego da enzima
uréase, causando degradagao da Ureia em amoénia e COz2, reacdo amplaramente
disseminada por empresas laboratoriais em kits reagentes especificos (Dusse et. al.,
2015).

A Ureia é amplamente filtrada pelos glomérulos, e parcialmente reabsorvida
pelos tubulos (cerca de 50%) e excretada pelos rins. Desta maneira, altas
concentragbes de Ureia no sangue podem significar aumento da oxidagdo de
aminoacidos sendo de origem tecidual ou alimentar, e/ou excregao afetada (Borges
et. al., 2008).

Apesar de ser comumente usada para avaliagao da condigao renal, a Ureia &
considerada inadequada como teste de funcao renal isolado, pois ndao é produzida
constantemente durante o dia e sua concentragao varia com a ingestao de proteinas.
Ademais, a Ureia também pode diminuir sua concentragao em decorréncia de doenca
hepatica ou desnutricdo e por ser parcialmente reabsorvida a TGF é subestimada
(SBN, 2013; Bazzano et. al., 2015).

Porém, na pratica clinica a principal utilizada na Ureia é na determinag¢ao da
Relacao Ureia/Creatinina séricas tendo como nivel de normalidade 30 (Dusse et. al.,
2015).

2.6.7 Albumina e Proteinas totais

A Albumina é a proteina em maior abundéancia no plasma sanguineo, sendo
assim uma importante reserva proteica, correspondendo a 50% do total das proteinas
do soro humano. Também tem funcado de transporte de substancias na circulacéo
como: acidos graxos livres, aminoacidos, metais, calcio, hormdnios e bilirrubina, e

participa do equilibrio acido-base (Dos Santos et. al., 2004).
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Diferente da Ureia, a Albumina € um indicador a longo prazo do estado proteico,
enquanto a Ureia € um indicador imediato e sensivel da ingestao de proteinas. Algo
importante a se mencionar € que a concentragao de Albumina na corrente sanguinea
€ afetada pela quantidade de proteinas da dieta e pela degradacgéo proteica comum
em algumas doencgas, como exemplo na Doenga Renal Crbnica, e por isso € um
marcador utilizado para acompanhamento do estado nutricional de pacientes
(Quereshi et. al., 1998).

As lesdes glomerulares e tubulares causadas pela DRC, comprometem a
retengcao das proteinas na circulagdo aumentando assim a filtracao de proteinas e
diminuicdo da reabsorcao, levando a um estado denominado de hipoalbuminemia,
sendo verificado em associagao com a albumina sérica, proteinas totais e Proteinuria,
indicadores de prejuizo na fungéo renal e estado nutrional (Quereshi et. al., 1998;
Dos Santos et. al., 2004).
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3 HIPOTESES

3.1 Hipotese Nula

- Adose de 2g-kg-dia™' de whey proteins nao influencia na perda da fungéo renal, tanto
nos grupos submetidos ao treinamento resistido quanto nos grupos sedentarios;
- Adose de 4g-kg-dia-! de whey proteins n&o influencia na perda da fungéo renal, tanto
nos grupos submetidos ao treinamento resistido quanto nos grupos sedentarios;
- Adose de 6g-kg-dia-! de whey proteins n&o influencia na perda da fungao renal, tanto

nos grupos submetidos ao treinamento resistido quanto nos grupos sedentarios.

3.2 Hipétese Afirmativa

- Adose de 2g-kg-dia' de whey proteins influencia na perda da fungéo renal, tanto nos
grupos sob treinamento resistido quanto nos grupos sedentarios;
- Adose de 4g-kg-dia' de whey proteins influencia na perda da fung&o renal, tanto nos
grupos sob treinamento resistido quanto nos grupos sedentarios;
- Adose de 6g-kg-dia' de whey proteins influencia na perda da fungéo renal, tanto nos

grupos sob treinamento resistido quanto nos grupos sedentarios.

4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Avaliar a fungédo renal de ratos machos Wistar apés doze semanas de

treinamento resistido e suplementacdo em doses de 2, 4 e 6 g-kg-dia-1 de whey

proteins.

4.2 Especificos

Acompanhar, identificar, quantificar e avaliar os parametros:
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- Consumo de ragao e variagao da massa corporal absoluta e relativa ao longo das
doze semanas;

- Consumo total de proteina da ragdo e da suplementagdo ao longo das doze
semanas;

- A forga de ratos Wistar treinados ao longo das doze semanas;

- O volume de urina de 24h, pH, Densidade, Proteinuria e glicosuria em tiras reagentes
apds doze semanas;

- A Creatinina sérica e urinaria de 24h apds doze semanas;

- A Ureia sérica e urinaria de 24h apés doze semanas;

- A proteina total no soro e na urina de 24h apés doze semanas;

- A albumina sérica apds doze semanas;

- O Acido Urico sérico apds doze semanas;

- A funcgao renal estimanda por equacgdes de relagao apds doze semanas;

- A massa absoluta e relativa do rim apds doze semanas;

- Os didmetros glomerulares para obtencdo do raio para analise de hipertrofia

glomerular apés doze semanas.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Revisao

Iniciamente realizou-se a busca em bases de dados especializadas: Scielo
org, Lilacs, Dialnet, Medline/Pubmed e Web of Science. As palavras-chave foram
definidas através dos descritores em saude (DECs) cadastrados na plataforma
Bireme.

As palavras-chave definindas para a busca foram: whey proteins, strenght
training, creatinine, urea, proteinuria. Os termos de busca foram contruidos com
combinagdes de trés e duas palavras-chave, tendo a seguinte estrutura de formacao:
whey proteins + strength training + 1 marcador (urea, creatinine ou proteinuria); whey
proteins + 1 marcador (urea, creatinine ou proteinuria); strength training + 1 marcador
(urea, creatinine ou proteinuria).

Deste modo ao total foram utilizados 9 termos de busca em cada base de

dados, sendo ao total encontrados 1118 documentos. Dentre eles 46 foram artigos
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originais realizados in vivo com ratos ou camundongos.

Ao final, 15 artigos originais foram incluidos conforme fossem experimentos
sobre whey proteins, treinamento e avaliagdo de marcadores de funcéo renal. Os
artigos foram organizados em 4 categorias, que foram descritos dos subtopicos 2.2
(Pag. 28) a 2.5 (Pag. 53).

5.2 Aspectos éticos

Os ensaios bioldégicos foram realizados de acordo com as recomendagdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA, 2012).
O projeto de pesquisa foi submetido junto & Comiss&o de Etica no Uso de Animais —
CEUA, da Universidade Federal do Maranhdo - UFMA, obtendo aprovacdo sob o
numero de registro: 23115.01804/2017-91 (ANEXO 1), estando assim de acordo com
os padrdes legais para uso de animais em procedimentos de ensino e/ou pesquisa,
conforme Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008 e conforme as Resolugdes
Normativas do CONCEA (2015a).

5.3 Tipo de estudo

Trata-se de uma pesquisa do tipo experimental basica, em um ensaio pre-

clinico controlado e randomizado, com duragao de doze semanas.

5.4 Periodo e local do estudo

Os procedimentos experimentais foram realizados no periodo de novembro
de 2017 a outubro de 2018 no anexo do Laboratério de Fisiologia e Prescricdo do
Exercicio do Maranhdao — LAFIPEMA, localizado no Centro de Pesquisa de Pods-
Graduacao das Ciéncias Biolégicas e da Saude, da Universidade Federal do
Maranhao, Campus Bacanga em S&o Luis - MA.

No mesmo local, também foi utilizada a estrutura fisica do Biotério Setorial
para devido alojamento dos animais em salas apropriadas e uso Laboratorio
Multiusuario para realizagcado das eutanasias, previamente autorizado conforme termo
de anuéncia (APENDICE 1).
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5.5 Amostra

Foram utilizados no experimento 64 ratos pertencentes ao filo Chordata,
subfilo vertebrata (Rattus Novergicus Wistar Albinus) com idade inicial de 60 dias,
sendo caracterizados como adultos, com massa corporal total inicial de 250 a 350g,
nao possuindo alteragdes patoldgicas e morfologicas. Todos os ratos foram de
procedéncia do Biotério Central de Criacdo da Universidade Federal do Maranh&o —

UFMA, Campus Bacanga, em Sao Luis-MA.

5.6 Divisao dos grupos

Os 64 ratos foram alocados em oito grupos, sendo os grupos sedentarios:
controle ndo suplementado n=10 (C), e suplementados com 2 g-kg-dia-' n=10 (W2), 4
g-kg-dia’ n=7 (W4) e 6 g-kg-dia' n=5 (W6); e grupos treinados em forga: treinado
controle n&o suplementado n=10 (TC), e treinados e suplementados com 2 g-kg-dia"
n=9 (TW2), 4 g-kg-dia-! n=6 (TW4) e 6 g-kg-dia™' n=7 (TW6). Conforme apresentado

na Figura 8.

SEDENTARIOS ’ ‘ TREINADOS

Sedentario nao Treinado nao suplementado
suplementado (C) (TC)

2 g-kg-dia'(W2) Treinado + 2 g-kg-dia'(TW2)
4 g-kg-dia'(W4) Treinado + 4 g-kg-dia'(TW4)
6 g-kg-dia'(W6) Treinado + 6 g-kg-dia'(TW6)

Figura 8 — Organizacgao e divisao dos grupos.
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5.7 Desenho do estudo

Todas as etapas da pesquisa seguem apresentadas na Figura 9.

XY st ) s2)» s3 rs4 ) s5 586 » 87 S9 »S10» S11 »S12 ) 813

Legenda:

- Adaptacao a manipulagcédo, gavagem e treinamento; Teste de PMC inicial;
Suplementagao diaria e treinamento trés vezes por semana;
- Re-testes de Peso Maximo Carregado (PMC);

Teste de urina de 24h, eutanasia e analises

Figura 9 — Etapas do experimento durante 12 semanas.

5.8 Alojamento e controle de consumo de ragao e agua

Os ratos foram alojados sob condigdes higiénicas em gaiolas coletivas, com
até 5 ratos por gaiola e mantidos em sala apropriada com controle de temperatura em
22+2°C, e sob ciclo alternado de claro/escuro de 12 horas.

Foram alimentados ad libitum com racédo balanceada padrao para roedores
(Nuvilab® CR-1) descrita no Quadro 1 (Pag. 67), sendo atribuido um valor médio de
300 g de racao para oferta diaria em cada gaiola. Onde o consumo diario foi
mensurado com base na diferenga do peso da ragao em relagao ao dia anterior. Os
pesos de ragcao foram mensurados em balancga de precisao (Weblaborsp® 5200g).

A agua filtrada foi fornecida ad libitum, onde diariamente foi
reabastecida na quantidade total de 1000mL. O consumo diario foi mensurado
com base na diferenga do volume de agua em relagao ao dia anterior. Todos
os volumes foram mensurados em proveta graduada (Uniglas® 500mL).

A agua utilizada teve procedéncia do Biotério Setorial, sendo devidamente

filtrata e tratada periodicamente, de acordo com as recomendacgdes de manutencgao.
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Quadro 1 — Composicao nutricional da ragéo para animais de laboratério (Nuvilab®
CR-1)

Quantidade por porgao (1 quilo)
Nutriente g/kg de racao
Umidade 120
Proteina Bruta 220
Extrato Etéreo 40
Material Mineral 90
Fibra Bruta 70
Calcio 10a14
Fosforo 8

5.9 Procedimentos do treinamento resistido

A adaptacdo ao treinamento, foi realizada na semana 0, antes do inicio do
treinamento e gavagem.

Os ratos foram gradualmente adaptados para o ato de escalar com
equipamento de carga preso na cauda sem carga por 3 dias nao consecutivos
(intervalo de 48 horas entre sessbes de adaptagédo). Cada sessdo de adaptagao
consistiu em 4 escaladas, com intervalos de 120 segundos entre elas (Leite et. al.,
2013).

A escada utilizada (Figura 10, pag. 68), foi adaptada com base em testes
piloto, onde por meio de observacdes verificou-se alguns aspectos importantes para
serem adaptados do modelo de escada tradicional. Porém, as medidas importantes
para o treinamento (110 cm de altura, 18 cm de largura, grade com espagamento de
2 cm entre os degraus e inclinagao de 80°, com caixa de 20x20x20 cm no topo da
escada) se mantiveram nos padrdes do estudo original (Hornberger e Farrar, 2004).

48h apds a ultima sessao de familiarizagdo do treinamento, foi executado o
Peso Maximo Carregado (PMC) para todos os animais dos grupos de treinamento.

O teste consistiu em até 9 escaladas com intervalo de 120 segundos entre as
tentativas, adotando-se como carga inicial para a primeira escalada 75% da massa
corporal total do rato. Nas escaladas seguintes, foi adotado incremento de 30g, sendo

acrescido a cada tentativa.
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Figura 10 - Escada de Treinamento resistido para ratos, adaptada de Hornberger e
Farrar (2004) (Fonte: Laboratério de Fisiologia e Prescrigdo do Exercicio do
Maranhao - LAFIPEMA).

A carga maxima era estipulada quando havia falha em escalar toda a extenséo
da escada, entdo adotava-se a carga da escalada anterior completada. A falha era
definida quando o rato nao continuava a escalada apos 3 estimulos consecutivos na
cauda (com o uso de pingas).

O teste foi considerado valido apenas quando a carga maxima era
indentificada entre 4 a 9 escaladas. Caso contrario, o teste refeito, apds 48h (Leite et.
al., 2013).

O teste de PMC foi aplicado a cada duas semanas durante as 12 semanas de
treinamento nos grupos TC, TW2, TW4 e TW6, a fim de determinar as adaptacdes da
forga muscular ao longo do tempo e a prescri¢ao da intensidade do treinamento ao
longo das 12 semanas de experimento.

48h apos o teste de PMC, inicou-se o treinamento resistido, com frequéncia de

3 sessdes semanais por 12 semanas, em dias nao consecutivos. O protocolo utilizado
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foi conforme a padronizagdo de Hornberger e Farrar (2004), com consiste em 4
escaladas na escada (Figura 10, pag. 68) por sesséao de treinamento com intensidade
crescente de 50%, 75%, 90% e 100% do PMC determinado em teste (Leite et. al.,

2013), caracterizando um treinamento resistido intenso.

5.10 Procedimentos de adminstracao de whey proteins

5.10.1 Dose de whey proteins e preparo da solugao padrao

As doses foram de 2, 4 e 6 g-kg-dia’ de whey proteins, distribuidas de acordo
com o grupo correspondente. As doses foram administradas utilizando técnica de
gavagem da solugao padrao de whey proteins, tendo reajuste semanal com base na
massa corporal total do rato.

A solugao padrédo foi calculada com base na quantidade proteinas (22g) por
porcao (25g) do suplemento H.I| Whey (Essential Nutrition®) conforme descri¢ao de
composicao (Quadro 2 e 3, pag. 70), utilizando de balanga de precisdo (Marte® AD

200) para mensuracgao do soluto (g).

Quadro 2 - Composigéo Nutricional do suplemento H.l Whey (Essential Nutrition®).

Quantidade por porgao (25 gramas)

Nutriente g/porgao Valor diario (%)
Carboidratos 0 0%
Proteinas 22 29%

Gorduras totais 0 0%

Fibra alimentar 0 0%
Saédio 79 3%
Calcio 118 12%

Fosforo 63 9%
Magnésio 22 8%




Quadro 3 - Aminograma do suplemento H.I Whey (Essential Nutrition®).

Quantidade por porgao (25 gramas)

Aminoacidos g/porgéo
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
Treonina 1,7
Triptofano 0,3
Valina 1,3

O soluto (suplemento comercial H.l. Whey - Essential Nutrition®) foi
diluido em agua, numa concentragao comum de 0,323 g/mL que corresponde
a 0,284 g/mL de whey proteins, com base na férmula apresentada na Figura
11.

m
C=—
v

C: Concentragdo comum (g/mL)
m1: Massa do soluto (g)
V: Volume total da solugdo (mL)

Figura 11 — Férmula para calculo da Concentragdo Comum da solugao.
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5.10.2 Adaptacao a gavagem

A adaptacdo a gavagem, foi realizada na semana 0, na mesma semana de
adaptacao ao treinamento resistido, e foi feita diariamente.

Gradualmente os ratos foram adaptados a técnica de manipulagao. Assim, os
ratos foram manualmente contidos de modo que a cabega se mantivesse imével para
o procedimento de adaptagéo.

Como material de gavagem, utilizou-se agulha especifica com ponta-bola
(Bonther®), ideal para evitar danos ao esbdfago, sendo lentamente inserida na
cavidade oral, através da boca e da faringe para o eséfago. A introdug¢ao da agulha
era realizada conforme nao fosse sentida nenhuma resisténcia e de modo que nao
penetrasse na traqueia, conforme ilustracdo da Figura 12 (Pag. 72) (Neves et. al.,
2013).

5.10.3 Sessoes de gavagem

As gavagens tiveram volume total determinado de acordo com a massa
corporal total do rato, sendo: de 2mL para cada 100g de massa corporal do rato.
Seguindo assim as recomendacdes para administragdes de dietas liquidas (Andersen
et. al., 2004), por isso padronizou-se um volume total de 5 mL por sessao de gavagem
(Figura 13, pag. 72).

As gavagens foram realizadas diariamente, correspondendo a dosagem de
whey proteins por grupo (2, 4 e 6g-kg-dia') sendo dividida em trés sessdes de
gavagem, com intervalos de 60 minutos entre elas. O intervalo entre as sessdes de
gavagem, corresponde ao tempo médio de esvaziamento gastrico do rato para dietas
liqguidas (Andersen et. al., 2004; Neves, Mancini Filho e De Menezes, 2013).

Nos grupos controle (C) e treinamento controle (TC) foi administrado o mesmo
volume de gavagem (5mL), porém apenas com agua.

Como material de gavagem, utilizou-se agulha especifica (Bonther®), ideal
para evitar danos ao eséfago, e seringa descartavel graduada de 5mL (Figura 13, pag.
72), que para cada sessao de gavagem, foi aspirado da solugdo padrdo o volume
correspondente a 1/3 da dose diaria de whey proteins, logo apds aspirou-se agua até
o volume limite de 5 mL, caracterizando assim um mesmo volume total para todos os

ratos a cada sessao, proporcionando mesmo stress.
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Figura 12 — Gavagem.
(Fonte: Laboratério de Fisiologia e Prescricdo do Exercicio do Maranhéo -
LAFIPEMA).

Figura 13 — Seringa e agulha de gavagem.

(Fonte: Laboratdrio de Fisiologia e Prescrigdo do Exercicio do Maranhéo -
LAFIPEMA).



73

A racao padrao era diariamente retirada das gaiolas 60 minutos antes do
inicio da primeira gavagem, sendo devolvida apenas quando finalizadas as trés

sessoes de gavagem. O tempo total de tratamento com suplementacgao foi de 12
semanas.

5.11 Coleta e analise da urina

- Teste de Urina de 24h

Ao final das 12 semanas de experimento, foi realizado o teste de urina de 24h
que consiste na alocagao dos ratos em gaiolas metabdlicas individuais por 24 horas
(Beira-mar® MA122) previamente higienizadas, com livre acesso a ragdo e agua e em
ambiente com ciclo claro/escuro e temperatura controlados (Figura 14) (Togashi e
Miyamoto, 2013).

Figura 14 — Gaiolas metabdlicas individuais (Beira-mar® MA122).
(Fonte: Laboratério de Fisiologia e Prescricdo do Exercicio do Maranhao -
LAFIPEMA).

Foram mensurados os seguintes parametros: ingestao alimentar de ragéo
padrdo (g) e ingestdo hidrica (mL), e variagdo da massa corporal (g) (Lerco et. al.,
2003; Dantas et. al., 2006).
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- Urinalise

ApOs as 24h de coleta urina, foram realizados: exame fisico que consistiu de
mensuragao do volume de urina (mL) (proveta graduada Uniglas®), exame quimico
semiquantitativo em tiras reagentes (Sensitive® Sensi 10) e exame quimico com
leitura automatizada (Leitora BioTek®) para quantificagcao.

No exame quimico em tiras reagentes, avaliou-se os parametros pH,
Densidade, proteina e dglicose, conforme a tabela de classificagdo

semiquantitativa apresentada na Figura 15.

Tiras de reagentes para analise urinaria 10 Parametros

TESTES T RESULTADO DO TESTE
SEG. NEG

Area de Compensagio

Leucdcitos 90 ~ 120 - -
WB/uL ey +

Urobilinogénio 30 ~60

mg/di 0.1 - Normal - 1 2 4 8 12 mg/di
B|I|rrub|qa 30 ~ 60 . -
mg/dl r o revy
; LA aka.
Sangue/ Hemoglobina 30 ~ 60 - - Koy har
RBC/uL + b G + "
Qualquer intensidade de cor
Nitrito 30~60 10sa é considerado positivo
Positi
—— HE N
5 6 6.5 7 8 9
Densidade 30~ 60 -
1.000 1.005 1.010 1.015 1.020 1,025 1.030
4 1
Proteina 30 ~60 L
mg/di + +30 ++100 +4+300 ++++1000 dl
LILIE
Mo/ +100 +250 ++500 +++1000 mg/dl

Corpos Cetdnicos = - -
mg/dl 30 ~60 + r v -y

Figura 15 — Escala de classificagao do exame quimico em tiras reagentes para

urina (Sensitive® Sensi 10).

Em seguida a urina foi centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos, sendo
preparada para realizagdo de exame quimico com leitura automatizada para
quantificagdo/concentracdo dos marcadores na leitora de microplaca (Leitora

BioTek®) realizado no mesmo dia da coleta.
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Todos os marcadores foram analisados em duplicata, conforme os seguintes

procedimentos de quantificagao:

- Quantificagao do marcador proteina na urina

A determinagdo da concentracdo de proteina foi realizada com reagao de
ponto final, por meio de reagdo de cor entre o vermelho de pirogalol e molibdato de
sddio, formando um cromdforo de cor azul quando em meio acido.

Foi realizada uma leitura a 600nm, onde a absorbancia obtida foi utilizada em
equacao especifica para determinacdo da concentragdo da proteina na urina
(Labtest® - Sensiprot Ref. 36).

- Quantificagao do marcador Creatinina na urina

Inicialmente a urina foi diluida em agua destilada com proporgéo de 1:25, em
seguida realizou-se procedimento de desproteinizagdo da amostra em acido picrico,
sendo agitada e centrifugada a 3000 rpm durante 10 minutos. Logo apés, utilizou-se
para analise o sobrenadante para a determinagao da concentracao de Creatinina por
cinética de dois pontos conforme a reagdao com o hidroxido de sédio.

Foram realizadas duas leituras em absorbancia de 510nm nos tempos 30 e
90 segundos, que foram utilizadas em equacao especifica para determinagéo da
concentracao. O resultado obtido foi multiplicado por 25 (Labtest® - Creatinina K Ref.
96).

- Analise do marcador Ureia urinaria

Para a determinacéo da concentracao de Ureia utilizou-se sistema enzimatico
por cinética de dois pontos, tendo como principio hidrolizacdo da Ureia pela urease.

Inicialmente a urina foi diluida em agua destilada com propor¢ao de 1:50,
sendo realizada duas leituras em absorbancia de 340nm nos tempos 30 e 90
segundos, que foram utilizadas em equacado especifica para determinacdo da
concentragdo. O resultado obtido foi multiplicado por 50 (Labtest® - Creatinina K Ref.
96).
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5.12 Eutanasia

Vinte e quatro horas ap6s os procedimentos experimentais finais e com doze
horas de privagdo de alimentos, os ratos foram eunatasiados com injegao
intraperitoneal de cetamina e xilazina a 70 mg/kg e 10 mg/kg respectivamente (Leary
et. al., 2013; Neves et. al., 2013). Os critérios de eutanasia contemplaram a Resolugéo
Normativa do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal n°25 de 29
de Novembro de 2015 (CONCEA, 2015a; 2015b).

5.13 Coleta e analise do sangue

Apos a eutanasia, a coleta de sangue foi realizada por ensanguinagao por
decaptacao em guilhotina (Beira-mar®), sendo o sangue colocado em tubo especifico
para separacgao do soro (Vacutainer®). As amostras de sangue foram centrifugadas a
3000 rpm durante 10 minutos para separag¢ao do soro nas instalagcdes do Laboratério
de Bioanalises (APENDICE 2).

Em seguida o soro foi analisado bioquimicamente na leitora de microplaca
automatizada (Leitora BioTek®) para quantificagdo/concentracdo dos marcadores
séricos.

Todos os marcadores foram analisados no mesmo dia da coleta e em

duplicata, conforme os seguintes procedimentos de quantificacio:

- Quantificagao da proteina total

A determinacdo da concentracdo de proteina no soro foi determinada por
sistema colorimétrico por reagao de ponto final, por meio de reacido dos ios de cobre
em meio alcalino (reagente de biureto) com as ligagdes peptidicas séricas formando
um cromaoforo de cor purpura.

Foi realizada uma leitura a 545nm e a absorbancia obtida foi utilizada em
equacgao especifica para determinagdo da concentragdo da proteina (Labtest® -

Proteinas totais Ref. 99).
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- Quantificagao da Creatinina sérica

Inicialmente foi realizado procedimento de desproteinizacdo da amostra de
soro em acido picrico, sendo agitado e centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos.
Logo apds, utilizou-se para analise o sobrenadante limpido para a determinagao da
concentracdo de Creatinina por cinética de dois pontos conforme a reagdo com o
hidroxido de sédio.

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

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

- Quantificagao da Ureia sérica

Para a determinagao da concentracdo de Ureia no soro utilizou-se sistema
enzimatico por cinética de dois pontos, tendo como principio hidrolizagcdo da Ureia
pela urease, sendo realizada duas leituras em absorbancia de 340nm nos tempos 30
e 90 segundos, que foram utilizadas em equacao especifica para determinacao da

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

- Quantificagio do Acido Urico Sérico

Para a determinagdo da concentracdo de Acido Urico utilizou-se sistema
enzimatico reacdo de ponto final, tendo como principio a oxidagao pela Uricase,
Alantonina e Perdxido de hidrogénio. Foi realizada uma leitura em absorbancia de
505nm a reagao teve coloragao vermelha em internsidade proporcional ao conteudo
de acido urico na amostra. O valor obtido foi utilizado em equacao especifica para

determinacéo da concentracdo (Labtest® - Acido Urico Liquiform Ref. 140).
- Quantificacao da Albumina Sérica
Para a determinagdo da concentracdo de Albumina Sérica utilizou-se de

método de ligagado com corantes em sistema de determinagao de ponto final. Areagao
foi a partir da propriedade da Albumina de ligar-se a corantes, a cor formada foi medida
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colorimetricamente em 630nm. O valor de absorbancia obtido foi utilizado em equacéao

especifica para determinagao da concentragao (Labtest® - Albumina Ref. 19).

5.14 Morfometria

ApOs a eutanasia e coleta do sangue, foi extraido cirurgicamente o rim direito
dos 27 ratos. Imediatamente apds a dissecacédo, os rins foram pesados em balanca
de precisdo (Marte® AD 200) e em seguida colocados em recipientes individuais
sendo embebidos em formalina 10% por 48 horas e prontamente em alcool 70% até
o momento do processamento histologico.

Para os procedimentos de analise histolégica foram realizados cortes
longitudinais, com unico movimento de clivagem, tendo como base para o ponto médio

a regiao da pélvis renal (Figura 16) (Caputo, Gitirana e Manso, 2010).

Figura 16 — Corte longitudinal dos rins.

Apos realizados os procedimentos de corte, os rins foram armazenados em
cassetes histologicos identificados e encaminhados para o processamento
histoldgico, iniciando com a desidratagcao com alcool 70%, seguido da etapa de
clarificagdo com xilol e posterior infiltracdo de parafina, para preparo dos blocos de

parafina. Ao final desse processo, os blocos de parafina foram alocados em estufa a
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60°C por 1 hora.

Em seguida foram realizados cortes em microtomo manual, com 5 ym de
espessura, os cortes em parafina foram dispostos em banho maria a 40°C para a
montagem da lamina histoldgica, posteriormente foram corados com hematoxilina e
eosina.

Em finalizagao realizou-se a colagem da laminula, sendo fixada com Entellan
(Merck®) sob a lamina. As laminas foram confeccionadas em duplicata, com duas

bordas renais em cada.

5.14.1 Analise histolégica

A gravidade do dano renal foi avaliada por mensuragdo da hipertrofia
glomerular comparada entre os grupos tratados com seus controles, indicados em
medidas quantitativas. Foram mensurados 100 glomérulos de cada rato, em 20
campos aleatdérios na zona cortical renal em objetiva de 10 x em um microscopio
optico (Olympus® CX31).

Em software especifico (Figura 17) para andlise de imagem (Carl Zeiss®)

foram determinados os didmetros (um) dos glomérulos a partir da maior distancia

aparente. Em seguida o raio foi determinado pela férmula: raio = didmetro / 2,
conforme método adotado por Alfaro-Lira, Pizarro-Ortiz e Calaf (2012).
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Figura 17 - Software de Analise de Imagem (Carl Zeiss®).
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5.15 Processamento e tratamento estatistico

Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo da normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk (p>0,05). Para a devida comparagao entre medidas repetidas
entre as semanas em cada grupo separadamente, foi aplicado o teste de ANOVA One-
way com post-hoc de Tukey adotando para valores significativos p<0,05. Para a
comparagao de uma variavel intergrupos ao longo do tempo, foi utilizado ANOVA two-
way com post-hoc de Tukey adotando valores significativos de p<0,05.

Adotou-se intervalo de confiancia de 95% nos testes estatisticos aplicados. O
software utilizado para a aplicacdo dos testes estatisticos foi o GraphPad Prism®

versao 7.
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6 RESULTADOS

As variaveis apresentadas sao referentes a massa corporal total e variagcédo
da massa corporal total, consumo de whey proteins, consumo total de proteina,
alteragdes do peso maximo carregado, resultados do teste de urina de 24h (ingesta
de ragao, ingesta hidrica, variagdo da massa corporal, e volume da urina de 24h),
marcadores urinarios, marcadores séricos, peso absoluto e relativo dos rins, e analise

histolégica da hipertrofia glomerular.
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6.1 Massa corporal total e relativa

Tabela 1 - Massa Corporal Total (MCT) e Relativa em Média, Erro Padrao e Percentual

S0 (9) S12 (g) A Massa A Massa
Corporal (g)  Corporal (%)

C (n=10) 302,61 434,13* 131,52 43,54
19,27 +13,48 16,07 1,70
W2 (n=10) 311,04 479,47 168,43 54,17
14,04 +12,45 11,12 13,54
W4 (n=7) 302,11 504,96*bdefg 202,848 67,09
+3,25 +10,29 18,09 12,35
W6 (n=5) 258,88 420,52% 161,64 62,21
16,74 +17,37 +11,02 12,85
TC (n=10) 320,372 477,74*h 157,37 52,60
13,79 +13,82 122,59 19,94
TW2 (n=9) 302,54 441,23* 138,69 45,79
+9,55 +17,11 +10,28 2,77
TW4 (n=6) 280,37 442 75% 129,05 46,64
19,57 +18,02 118,44 17,40
TWG6 (n=7) 297,57 430,94* 133,37 44,81
16,15 +14,01 +10,93 13,40

A = 8$12-S0; SO = Inicial; S12 = Final; C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 =
Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia’; W6 = Sedentario+6g-kg-dia™'; TC = Treinado nado
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia’; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia;
Teste T (S0 vs. $12): * p<0,0001; # p=0,0001; ¢ p=0,0009. Letras na vertical (Intergrupos: ANOVA Two-
Way post hoc Tukey): SO = a TC vs. W6 (p=0,0418); S12 = b W4 vs. C (p=0,0024); ¢ TW4 vs. W2
(p=0,0054); d W6 vs. W4 (p= 0,0023); e TW2 vs. W4 (p=0,0126); f TW4 vs. W4 (p=0,001); g TW6 vs. W4
(p=0,0041); h TW4 vs. TC (p=0,0074). Simbolos na vertical (Intergrupos: ANOVA One-Way post hoc
Tukey): o C vs. W4 (p=0,0157); § TW2 vs. W4 (p=0,0482); y TW4 vs. W4 (p=0,0346).
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Conforme apresentado na Tabela 1 (Pag. 82), as médias de MCT foram
encontradas médias significativamente maiores em S12 em todos grupos indicando
progresso dessa variavel ao final das 12 semanas de experimento em comparagéo a
SO.

Nas comparagdes intergrupos da SO houve diferenga significativa entre TC e
W6, demonstrando média maior na MCT de TC. Ja em S12 o grupo W4 teve ganho
de MCT significativamente maior do que os grupos C, W6, TW2, TW4 e TW6. Destaca-
se que o grupo W4 em S0 nado apresentou diferenga quando comparado aos outros
grupos, demonstrando tal diferenga apenas em S12.

As variagoes (A) da MCT o grupo W4 apresentou o maior ganho de MCT no
intervalo entre SO a S12 em relagéo aos grupos C, TW2 e TW4 (Figura 18).
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Figura 18 — Representagao grafica de AMCT (g) intergrupos

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia'; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia™'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia”'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; 6 vs. TW4.
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6.2 Consumo de whey proteins

Tabela 2 — Consumo absoluto de whey proteins (g-semana') em média e erro padréo

da média por grupo.

SO S12

C (n=10) N&o suplementado N&o suplementado

4,35 6,75*
W2 (n=10)

+0,06 +0,16

8,462 13,75*nst
W4 (n=7)

+0,09 +0,28

10,87behi 17’21#orvw

W6 (n=5)

+0,28 +0,73
TC (n=10) N&o suplementado N&o suplementado

4,24 6,08*
TW2 (n=9)

+0,15 +0,25

7,85¢% 11,66*PX
TW4 (n=6)

+0,27 +0,25

12,5049im 18,06*awy=

TWG6 (n=7)

+0,26 10,57

Momentos: SO = Inicial; S12 = Final; Grupos: C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 =
Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-'; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-
1. Teste T (SO vs. $12): * p<0,0001; # p=0,0002. Letras na vertical (Intergrupos: ANOVA Two-Way
post hoc Tukey): SO = a W4 vs. W2 (p<0,0001); b W6 vs. W2 (p<0,0001); c TW4 vs. W2 (p<0,0001);
d TW6 vs. W2 (p<0,0001); e W6 vs. W4 (p<0,0001); f TW2 vs. W4 (p<0,0001); g TW6 vs. W4
(p<0,0001); h TW2 vs. W6 (p<0,0001); i TW4 vs. W6 (p=0,0075); j TW6 vs. W6 (p=0,0075); k TW4 vs.
TW2 (p<0,0001); | TW6 vs. TW2 (p<0,0001); m TW6 vs. TW4 (p<0,0001). S12 = n W4 vs. W2
(p<0,0001); o W6 vs. W2 (p<0,0001); p TW4 vs. W2 (p<0,0001); g TW6 vs. W2 (p<0,0001); r W6 vs.
W4 (p<0,0001); s TW2 vs. W4 (p<0,0001); t TW4 vs. W4 (p<0,0001); u TW6 vs. W4 (p<0,0001); v TW2
vs. W6 (p<0,0001); w TW4 vs. W6 (p<0,0001); x TW4 vs. TW2 (p<0,0001); y TW6 vs. TW2 (p<0,0001);
z TW6 vs. TW4 (p<0,0001).
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Diante do apresentado na Tabela 2, o consumo de whey proteins se mostrou
aumentado na semana final (S12) com médias significativamente maiores em todos
grupos suplementados em comparagao a S0.

Em SO as comparagdes intergrupos em maioria todos foram
significativamente diferentes entre si, exceto W2 e TW2, W4 e TW4. Enquanto que em
S12 o grupo W2 teve menor valor de consumo de whey proteins em comparagao a
todos os grupos, exceto o grupo treinado que consumiu a mesma dose (TW2). O
grupo W6 e TW6 também n&o apresentaram diferengas entre si, enquanto os grupos
suplementados com 4g embora no momento inicial (S0) ndo apresentem diferenca,
no momento S12 o grupo W4 apresentou maior consumo de whey proteins em

comparagao ao grupo TW4.
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6.3 Testes de peso maximo carregado (PMC)

Tabela 3 - Variagdo do Peso Maximo Carregado (g) em média e desvio padréo

conforme reajuste a cada duas semanas de treinamento resistido.

TC (n=10) TW2 (n=9) TW4 (n=6) TW6 (n=7)
ASo 55,86 86,28 153,09*# 71,14
+11,35 +11,28 +19,07 +22,08
Asa 150,912 171,362 200,02 136,94
+16,64 +14,25 +18,00 +17,90
ASE 154,360 190,78P 238,288« 159,53
+21,45 +10,21 +16,80 +18,98
S8 176,14°¢ 226,57 268,55% 195,062
+19,93 +17,22 +24.90 +15,11
AS10 209,194 257,79% 259,85P 240,80°
+14,31 +6,62 +23,20 +18,08
AS12 218,15¢ 262,026 317,82Ycdefg 263,14cdefg
+26,87 +11,06 +19,56 +25,45

AS2 = S2-S0; AS4 = S4-S0; AS6 = S6-S0; AS8 = S8-S0; AS10 = S10-S0; AS12 = S12-S0. TC =
Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia'; TW4 = Treinado+4g-kg-dia'; TW6 =
Treinado+6g-kg-dia'. Letras na vertical (intragrupos: ANOVA One-Way post hoc Tukey): TC = a
AS2 vs. AS4 (p<0,0001); b AS2 vs. AS6 (p<0,0001); ¢ AS2 vs. AS8 (p<0,0001); d AS2 vs. AS10
(p<0,0001); e AS2 vs. AS12 (p<0,0001); f AS4 vs. AS10 (p=0,0008); g AS4 vs. AS10 (p=0,0001). TW2
= a AS2 vs. AS4 (p=0,0300); b AS2 vs. AS6 (p=0,0003); c AS2 vs. AS8 (p=0,0026); d AS2 vs. AS10
(p<0,0001); e AS2 vs. AS12 (p<0,0001); f AS4 vs. AS8 (p=0,0475); g AS4 vs. AS10 (p=0,0010); h AS4
vs. AS12 (p=0,0010); i AS6 vs. AS10 (p=0,0080); j AS6 vs. AS12 (p=0,0073). TW4 = a AS2 vs. AS8
(p=0,0393); b AS2 vs. AS10 (p=0,0217); c AS2 vs. AS12 (p=0,0027); d AS4 vs. AS12 (p=0,0432); e
AS6 vs. AS12 (p=0,0052); f AS8 vs. AS12 (p=0,0391); g AS10 vs. AS12 (p=0,0363). TW6 = a AS2 vs.
AS8 (p=0,0354); b AS2 vs. AS10 (p=0,0003); c AS2 vs. AS12 (p=0,0006); d AS4 vs. AS10 (p=0,0035);
e AS4 vs. AS12 (p=0,0066); f AS6 vs. AS10 (p=0,0465). Simbolos na horizontal (intergrupos:
ANOVA Two-Way post hoc Tukey): AS2 =* TW4 vs. TC (p=0,0017); # TW6 vs. TW4 (p=0,0225). AS6
= § TW4 vs. TC (p=0,0092); . TW6 vs. TW4 (p=0,0308). AS8 = ¢ TW4 vs. TC (p<0,0032). AS12 =y
TW4 vs. TC (p=0,0012).

Sobre a variagdo do Peso Maximo Carregado (APMC) a partir do apresentado
na Tabela 3 e ilustrado na Figura 19 (Pag. 87), nas comparagdes intragrupos TC teve
aumento de forga ao longo do experimento, apresentando diferenca significativa do
aumento do PMC em AS4, AS6, AS8, AS10 e AS12 em comparagao a AS2, também

havendo aumento significativo do PMC em AS10 quando comparado com AS4 e AS6,

demonstrando-se estavel entre as demais semanas nao apresentando diferenca.
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Figura 19 — Variagdo do Peso Maximo Carregado.

AS2 = S2-S0; AS4 = S4-S0; AS6 = S6-S0; AS8 = S8-S0; AS10 = S10-S0; AS12 = S12-S0. TC
Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia'; TW4 = Treinado+4g-kg-dia'; TW6
Treinado+6g-kg-dia".

Semelhantemente o grupo TW2 apresentou aumento do PMC em AS4, AS6,
AS8, AS10 e AS12 em comparagao a AS2. Houve estabilizagdo entre AS4 e AS6
retomando a aumento significativo do PMC entre AS4 e AS8, AS4 e AS10, AS4 e
AS12. Entre AS6 e AS8 houve novamente estabilizagdo seguindo para aumento
significativo entre AS6 e AS10, AS6 e AS12. De AS8 a AS12 houve estabilizagdo total
nao demonstrando mais aumentos significativos da forga no teste de PMC.

Ja no grupo TW4 os resultados apresentaram comportamento diferente,
demonstrando aumento de forga a partir de AS8 quando comparado a AS2, seguindo
para uma estabilizacdo de AS4 a AS10, seguindo para um novo pico de aumento do
PMC entre AS4 e AS12, apresentando novamente estabilizagdo de AS6 a AS10
havendo novamente pico de aumento significativo em AS6 e AS12, AS8 e AS12, AS10
e AS12. O grupo TW4 tem comportamento ondulatério de aumento de forga, seguindo
de forma ascendente entre picos de aumento e estabiliza¢gdes ao longo das semanas.

No grupo TW6 houve aumento significativo do PMC a partir de ASS,
demonstrando estabilizacdo no aumento de forca de AS4 a ASS8, seguindo de
aumento significativo entre AS4 e AS10, AS4 e AS12, estabilizando novamente a forga
em AS6 e AS8, seguindo para o ultimo pico de aumento de forga do grupo entre AS6

e AS10, seguindo para estabilizagdo do PMC até o final do experimento.
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Quando realizadas as comparagdes intergrupos, observou-se que em AS2 e
AS6 o grupo TW4 apresentou maior ganho de forga em relagdo a TC e TW6. Em AS8
e AS12 o grupo TW4 houve maior ganho somente em comparagao a TC. Nos demais
momentos ndo houve diferencga significativa no aumento de forga no teste de PMC.

Em suma, o grupo TC demonstrou menor aumento no ganho de forca em
comparagao aos grupos treinados e suplementados, enquanto que o grupo TW4
demonstrou maior ganho de for¢a no teste de PMC obtendo maior aumento de carga

em diferenga ao teste inicial e em comparagdo aos demais grupos.
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Figura 20 — Representacao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TC.

Sobre os resultados de comportamento da forga, o grupo TC (Figura 20)
apresentou estabilizacdo da a partir de AS6. O grupo TW2 apresentou estabilizacédo
a partir de AS8 (Figura 21, pag. 89). Porem TW4 apresentou estabilizacao entre AS4
e AS10, tornando a aumentar a forga de AS10 a AS12 (Figura 22, pag. 89). O grupo
TW6 também estabilizou a partir de AS6 (Figura 23, pag. 89).
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Figura 21 — Representacao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TW2.
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Figura 22— Representacao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TW4.
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Figura 23 — Representacao grafica do Peso Maximo Carregado do grupo TW6.
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6.4 Avaliagao dos parametros renais
Tabela 4 — Parametros fisicos do teste de urina de 24h apresentados em média e erro padrao.

C(n=10) W2(n=10) W4 (n=7) W6(n=5) TC(n=10) TW2(n=9) TW4 (n=6) TW6 (n=7)

AMCT (g) 12,32 -19,38 7,34 -20,46 -19,66 -6,53 11,3 -9,20
+4,32 +3,81 +2.11 5,79 +4.70 +3,78 +3,56 +3,14

Ingestéo de 18,82 14,77 22 41 13,74 16,41 20,34 21,3 20,8
racdo padréo (g) +1,92 +2,63 +1,80 +3,02 +1,55 +2,20 +2.79 +2.35
Ingestdo de 21,4 20,2 27,71 7,60 13,44 23,67 20,0 25,14
agua (g) +4,40 +4.85 +3,34 16,14 +4.79 16,18 +4,26 +3,46
Volume de urina 12,46 11,24 12,06 9,76 11,16 7,87 7,67 8,57
de 24h (mL) +1,74 +1,37 +1,73 +1,40 +1,71 +1,15 +0,67 +0,79

A = MCT pés teste — MCT pré teste; C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia’; W4 = Sedentario+4g-kg-dia'; W6 =
Sedentario+6g-kg-dia'; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia!'; TW4 = Treinado+4g-kg-dia'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-’. ANOVA
One-Way post hoc Tukey (Intergrupos): Sem diferengas significativas.

Conforme apresentado na Tabela 4, ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos nas variaveis de: variagéo da
MCT, ingestao de racao padrao, ingestao de agua, e no volume de urina de 24h entre os grupos, durante o teste de urina de 24h.

Demonstrando comportamento semelhante em todos os grupos.



Tabela 5 — Analise quimica em tiras reagentes apresentada em percentual por grupo conforme a classificagao por analito.
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C W2 W4 W6 TC TW2 TW4 TW6
Classificagao por analito (n=10) (n=10) (n=7) (n=5) (n=10) (n=9) (n=6) (n=7)
n % n % n % n % n % n % n % n %
8 8 8 7 70 - - 2 40 10 100 - - 1 16,66 1 14,28
PH 9 2 20 3 30 7 100 3 60 - - 9 100 5 8333 6 8571
1.000 7 70 9 90 2 2857 3 60 3 30 7 77,77 3 50 5 71,42
Densidade 1.005 2 20 1 10 4 5714 1 20 7 70 2 2222 3 50 1 14,28
1.010 1 10 - - 1 1428 - - - - - - - - 1 14,28
1.015 - - - - - - 1 20 - - - - - - - -
+30 1 10 - - - - - - - - - - - - - -
Proteinuria ++100 8 80 4 40 - - 1 20 5 50 - - - - 14,28
(mg/dL) +++300 1 10 4 40 - - 2 40 5 50 7 7777 5 8333 6 8571
++++1000 - - 2 20 7 100 2 40 - - 2 2222 1 16,66 - -
Glicosuria Negativo
(mg/dL) (<50mg/dL) 10 100 10 100 7 100 5 100 10 100 9 100 6 100 7 100

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-!; W6 = Sedentario+6g-kg-dia’; TC = Treinado nao

suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-'; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia".
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Na tabela 5 (Pag. 91) sédo apresentados valores descritivos dos parametros
urinarios analisados quimicamente em tira reagente, onde todos os grupos
apresentaram pH alcalino (8 e 9), Densidade da urina diluida entre 1.000 a 1.010,
exceto 20% do grupo W6 que teve Densidade 1.015.

Na classificacdo dos leucécitos observou-que os grupos C, W2, W4 e TC
tiveram sua maioria classificados em . 80% do grupo W6 foi classificado em negativo.
Porém os grupos treinados e suplementados foram em sua maioria classificados em
te+

Apenas os grupos W6 e TC apresentaram a maioria do grupo classificada com
nitrito negativo na urina. Os demais grupos do estudo foram todos em sua maioria
classificados com nitrito positivo na urina.

A proteina teve classificacbes de +30 (30mg/dL), ++100 (40-100 mg/dL),
+++300 (150-350 mg/dL) e ++++1000 (>500 mg/dL). O grupo controle sedentario, que
nao recebeu suplementacdo, ndo teve nenhum rato do grupo classificado no nivel
++++1000, ficando cerca de 80% do grupo C classificado em ++100. No grupo W2,
observou-se uma tendéncia ao aumento, ficando classificados entre ++100 e
++++1000, tendo a maioria do grupo em ++100 e +++300. No mesmo sentido, o grupo
W4 teve 100% dos ratos classificados no nivel mais alto ++++1000. Ja para o grupo
sedentario W6 a maioria do grupo ficou entre +++300 e ++++1000, ndo apresentando
nenhum rato classificado em +30. A proteina nos grupos treinados, também teve
comportamento semelhante aos grupos sedentarios. Tendo a mesma tendéncia de
aumento da classificacdo conforme aumento da dose.

A glicose foi classificada como negativa para todos os grupos, sendo inferior

a 50mg/dL e, portanto, indetectavel na analise quimica.



93

Tabela 6 — Concentracdo dos marcadores urinarios proteina, Creatinina e Ureia (absolutos e por 24h), apresentados em média e erro

padrao da média.

C w2 W4 W6 TC TW2 TW4 TW6
(n=10) (n=10) (n=7) (n=5) (n=10) (n=9) (n=6) (n=7)
Proteinuria 98,07 108,98 98,62 97,08 103,91 109,51 105,58 78,70
(mg/dL) 16,27 +8,43 +5,61 16,57 +3,68 4,71 16,42 111,38
Proteinuria de 24h?2 12,02 11,90 11,39 9,65 11,29 8,53 8,23 6,72
(mg/24h) 11,76 +1,35 +1,06 +1,29 +1,45 +1,32 +0,98 +1,10
Creatinina 102,02 132,81 105,25 106,78 83,12 187,08*# 206,98*# 232,23*#*
(mg/dL) +22,29 +141,84 +6,41 15,01 +6,35 +30,33 +14,11 +7.97
Creatinina de 24h® 14,18 13,75 12,23 10,22 8,70 12,67 15,48 19,74%
(mg/24h) 13,69 +1,32 +1,30 +1,02 +0,89 +1,29 +0,87 +1,60
Ureia 2704,96 5768,06 3774,79 5316,53 452481 8809,41*# 8620,60* 7136,59
(mg/dL) 1842,42 +1078,52 +322,31 +122,06 1+334,54 +1744,99 +1171,09 +932,48
Ureia de 24h° 343,44 583,15 376,28 396,84 480,34 608,56 723,90 640,86
(mg/24h) 122,42 166,73 125,14 49,0 160,58 +122,04 +130,57 180,98

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-'; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-'; TC = Treinado ndo
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 = Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia”'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos): Simbolos
na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; # vs.TC; ¢ vs. W4; a vs. W6. Equagdes: a= [Proteinuria (mg/dL) x Volume (mL/24h)] / 100]; b= [Creatinina
(mg/dL) / 100] x Volume (mL/24h); c= [Ureia (mg/dL) x Volume (mL/24h)]/ 100.
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Figura 24 — Representagao grafica da concentracao urinaria de Creatinina (mg/dL).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
. W6 = Sedentario+6g-kg-dia'; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-'; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; # vs.TC; ¢ vs. W4; o vs. W6.

Conforme apresentado na Tabela 6 (Pag. 93) ndo houve diferencga
significativa entre os grupos no marcador urinario Proteinuria, tanto de
amostra isolada quanto de 24h.

No marcador Creatinina (mg/dL) houve maior concentragao na urina dos ratos
treinados e suplementados TW2, TW4 e TW6 em relagdo ao controle sedentario nao
suplementado, com valores significativos de p=0,0196, p=0,0072 e p=0,0002,
respectivamente (Tabela 6, pag. 93 e Figura 24). Semelhantemente os grupos
treinados e suplementados também apresentaram maiores valores de concentragao
de cretatinina na urina do que o grupo controle treinado nao suplementado (p=0,0018,
p=0,0008 e p<0,0001, respectivamente.

Os grupos treinados quando comparados aos grupos controle suplementados
com mesma dose, nao apresentaram diferenca entre as concentragdes de Creatinina
entre W2 e TW2. Porém, para as doses maiores houve diferenga entre os grupos W4
e TW4, e W6 e TW6, havendo maior excrecdao de Creatinina para os grupos
submetidos ao treinamento.

Os grupos treinados e suplementados nao apresentaram diferencas entre si
na Creatinina urinaria. Os grupos sedentarios e suplementados que também nao

apresentaram diferencas entre si.
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Figura 25 — Representacao grafica da Creatinina de 24h (mg/24h).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = # vs.TC.

Porém, quando se analisou a Creatinina normalizada pelo volume de urina
24h (Figura 25), todas as diferencas apresentadas na Creatinina em mg/dL, foram
normalizadas, havendo apenas diferencga estatistica entre TC e TW6, indicando maior

excrecao urinaria de Creatinina durante 24h para o grupo TW6 (p=0,0059).
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Figura 26 — Representagao grafica da concentragéo urinaria de Ureia (mg/dL)

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia™'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; # vs.TC.

Os resultados de Ureia (mg/dL) (Figura 26) os grupos TW2 e TW4
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apresentaram maior concentragao de Ureia na amostra de urina em comparagao ao
controle (p=0,0018 e p=0,0169, respectivamente). TW2 teve maior concentragao de
Ureia em relacdo ao TC (p=0,0447). Os grupos controle sedentarios nao
apresentaram diferengcas entre si, da mesma forma os grupos treinados e
suplementados.

Porém, quando os valores absolutos de Ureia foram normalizados conforme o

volume de urina de 24h, ndo houve diferenga significativa entre nenhum dos grupos.



97

Tabela 7 — Concentracdo dos biomarcadores séricos Proteina Total, Creatinina, Ureia, Albumina e Acido Urico apresentados em média

e erro padrao da média.

C W2 W4 W6 TC TW2 TW4 TW6
(n=10) (n=10) (n=7) (n=5) (n=10) (n=9) (n=6) (n=7)
Proteina total 6149,10 6248,68 6656,53  8695,04*3%  7436,02* 6507,05 6934,54 7130,92
(mg/dL) +141,67 +96,60 +325,59 +475,42 +172,15 +92,93 +440,43 +485,70
Creatinina Sérica 0,35 0,30 0,48 0,685 0,35 0,50 0,51 0,23
(mg/dL) +0,08 +0,04 +0,07 +0,12 +0,02 +0,05 +0,08 +0,06
Ureia Sérica 50,4455 33,74 27,98 37,82 37,19 34,09 34,70 33,18
(mg/dL) +7.19 +1,73 +1,01 +1,53 +1,36 +2,02 +1,20 +4,30
Albumina 2831,27 2812,96 2367,66 2248,74 2468,04 2441,60 2737,03 2336,36
(mg/dL) +112,48 +122,68 +50,02 +45,52 +168,23 +74,66 +231,01 +116,15
Acido Urico 0,80 0,55 0,80 0,79 0,70 0,91 1,24*# 1,20%
(mg/dL) +0,11 +0,06 +0,04 +0,05 +0,06 0,07 +0,09 +0,15

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-'; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-'; TC = Treinado nao
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos): Simbolos
na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; § vs. W2; ¢ vs. W4; o vs. W6; # vs. TC; & vs. TW2; y vs. TWE.

Conforme apresentado na Tabela 7 e ilustrado na Figura 27 (Pag. 98), na Proteina Total foi possivel observar algumas
diferencgas entre os grupos. O grupo controle sedentario, teve concentragao sérica de proteina total significativamente menor do que
os grupos W6 e TC (p<0,0001 e p=0,0174, respetivamente).
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Figura 27 — Representacao grafica da concentragédo de Proteina Total (mg/dL).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; § vs. W2; ¢ vs. W4; y vs. TW6.

Entre os grupos suplementados e sedentarios, o grupo W2 apresentou menor
concentracdo de proteina total do que W6 (p<0,0001), da mesma forma W4
(p=0,0018). Dentre os grupos treinados e suplementados, somente TW6 apresentou
diferenga, tendo menor concentragcéo sérica do que o par sedentario W6 (p=0,0351)

embora tenham recebido a mesma dose de whey proteins.

Creatinina Sérica
(mg/dL)

0.2 = i
0.04 - e e o

Figura 28 — Representacéao grafica da concentragdo de Creatinina Sérica (mg/dL).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia'; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia™'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = a vs. W6.
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Figura 29 — Representacao grafica da concentracado de Ureia Sérica (mg/dL).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = § vs. W2; ¢ vs. W4; 5 vs. TW2; y vs. TWB6.

A Creatinina Sérica (Figura 28, pag. 98) apresentou diferenga significativa
entre W2 e W6, duas diferentes doses em sedentarios, sendo maior em W6
(p=0,0157). Dentre os grupos treinados e suplementados, apenas TW6 apresentou
diferenga, tendo menor concentragcao de Creatinina Sérica do que W6 (p=0,0057)
mesmo tendo recebido a mesma dose de whey proteins.

No marcador Ureia (Figura 29) o grupo controle sedentario e nao
suplementado, apresentou maior média de concentragcdo serica em comparagao com
W2, W4, TW2 e TW6 (p=0,0190, p=0,0018, p=0,0301, p=0,0346, respectivamente).

N&o houve diferenca significativa na concetracéo sérica de Albumina entre os

grupos.
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Figura 30 — Representacao grafica da concentracéo sérica de Acido Urico (mg/dL).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; # vs. TC.

Sobre o biomarcador Acido Urico (Figura 30), foram observadas diferencas na
concentragcédo para o grupo TW4, sendo maior que os valores dos grupos C e TC
(p=0,0324 e p=0,0032). O grupo TW6 também apresentou maior concentragao sérica
do que TC (p=0,0050). Porém, entre os grupos controle suplementados e sedentarios
nao houveram diferencas entre eles, sendo também semelhantes ao grupo C. Os
grupos treinados e tratados com whey proteins nao demonstraram diferenca

estatistica entre si, nos niveis de concentragdo de Acido Urico no soro.



Tabela 8 — Equagdes de estimativa da fungao renal, com resultados apresentados em média e erro padrao da meédia.
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C W2 w4 W6 TC TW2 TW4 TW6
(n=10) (n=10) (n=7) (n=5) (n=10) (n=9) (n=6) (n=7)
Creatinina
do 24hs 31,14 38,31 24,24 24,04 18,05 28,51 37,89" 45,86%%
e
+7,74 +2,32 +2.59 +1,98 +1,60 +2,55 +1,57 3,74
(mg/kg)
Depuragao de
4,47 3,57 2,34 1,38 1,77 1,87 2,61 8,79%#%9
Creatinina®
, +2.20 +0,54 +0,49 +0,27 +0,19 +0,27 +0,70 +2 15
(mL/min) ’
Relagao
o 1,499 0,95 0,95 0,92 1,30% 0,66 0,53 0,34
Proteina/Creatinina®
+0,31 +0,13 +0,05 10,07 +0,09 10,07 10,06 10,05
(mg/mg)
Relagao 4
, o 236,40500#30 121,63 76,88 69,64 110,06 72,58 84,93 187,28
Ureia/Creatinina®
+52 75 +11,05 +15,97 +11,83 +7,67 +7,12 +23,38 +30,60

(mg/mg)

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-'; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-'; TC = Treinado ndo
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 = Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia”'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos): Simbolos
na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; § vs. W2; ¢ vs. W4; o vs. W6; # vs.TC; & vs. TW2; 6 vs. TW4; y vs. TW6. Equagbes: a= Creatinina de 24h
(mg/24h) / Massa Corporal (Kg); b= [Creatinina Urinaria (mg/dL) x Volume (mL/24h)] / Creatinina Sérica (mg/dL); c= Proteinuria (mg/dL) / Creatinindria (mg/dL); d =

Ureia sérica (mg/dL) / Creatinina sérica (mg/dL).
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Figura 31 — Representacao grafica da Creatinina excretada por 24h relativa a massa
corporal (mg/kg).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-

1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =

Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = o vs. W6; # vs.TC.

Diante do apresentado na Tabela 8 (Pag. 101) e Figura 31, a Creatinina de
24h em mg/kg, apresentou diferencga significativa entre os dois grupos tratados com a
dose de 6g-kg-dia”’ de whey proteins, sendo maior em TW6 (p=0,0487). Entre os
grupos treinados, TW4 e TW6 tiveram média maior que TC (p=0,0378 e p=0,0003,
respectivamente). Os ratos submetidos a treinamento resitido e tratados com whey
proteins (TW2, TW4 e TW6) ndo apresentaram diferengas entre si em relagdo a
Creatinina de 24h relativa a massa corporal.

A Figura 32 (Pag. 103) ilustra a analise de Depuragdo de Creatinina
(Clearance) em que dos grupos treinados TW6 apresentou maior média em relagao a
TC, TW2 e TW4 (p=0,0038, p=0,0060, p=0,0490, respectivamente). TW6 também
apresentou maior média em relagdo ao controle sedentario que recebeu mesma dose
(W6) (p=0,0149).
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Figura 32 — Representacéao grafica da Depuragéo de Creatinina (mL/min).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = a vs. W6; # vs.TC; 6 vs. TW2; 6 vs. TW4,
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Figura 33 — Representacdo grafica da Proteina/Creatinina Urinarias (mg/mg).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia™'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos indicam maior média (p<0,05) = # vs.TC; 6 vs. TW2; 6 vs. TW4; y vs. TWB6.

Na equacéao de relagado da Proteina/Creatinina da urina (Tabela 8, pag. 101 e
Figura 33), o grupo controle sedentario ndo suplementado, teve maior média do que
os grupos treinados e tratados com whey proteins TW2, TW4 e TW6 (p=0,0061,
p=0,0044, p=0,0001, respectivamente). Porém, quando comparados ao grupo
treinado controle, houve diferenca entre TW4 e TW6 versus TC (p=0,0394 e
p=0,0021), onde TC também apresentou maior media.
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Os grupos sedentarios foram semelhantes entre si, e também os treinados e
suplementados foram semelhantes entre si, ndo apresentando diferencas estatisticas

nas analises intergrupos para a variavel relagdo Proteina/Creatinina.
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Figura 34 — Representacédo grafica da Relagédo Ureia/Creatinina Séricas (mg/mg).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia’. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
* menor média vs. C (p<0,05).

A Relacao Ureia/Creatinina sérica (Tabela 8, pag. 101 e Figura 34) se mostrou
destacadamente maior para o grupo C em comparacao aos grupos: W2 (p=0,0373),
W4 (p=0,0031), W6 (p=0,0066), TC (p=0,0150), TW2 (p=0,0008) e TW4 (p=0,0100).
Todos os grupos apresentaram diferenga em relagéo ao controle, porém, n&o tiveram

diferencgas estatisticas entre si.
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Tabela 9 — Valores de peso absoluto e relativo do rim direito, e raios glomerulares apresentados em meédia e erro padrdo da média.

C w2 w4 W6 TC TW2 TW4 TW6
(n=10) (n=10) (n=7) (n=5) (n=10) (n=9) (n=6) (n=7)
. 1,41 1,68*%9 1,69¢ 1,28 1,55 1,33 1,40 1,44
Rim (g)
10,04 +0,07 +0,06 10,11 +0,06 10,05 +0,10 10,05
. . 0,30 0,35 0,34 0,30 0,32 0,30° 0,34 0,33
Rim relativo (%) 2
10,01 +0,01 +0,01 10,02 +0,01 +0,01 +0,02 10,01
Raio dos 45,74 43,14 50,0*S0 50,20*8 44,66 45,77 46,55 48,41%
Glomérulos (um) +0,68 +0,67 +0,8 +0,84 +0,64 +0,59 +0,41 +0,68

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-'; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-'; TC = Treinado nao
suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 = Treinado+4g-kg-dia-!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia”'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos): Simbolos
na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; § vs. W2; ¢ vs. W4; o vs. W6; # vs.TC; 6 vs. TW2; 6 vs. TW4; y vs. TW6. Equagdes: a= [peso do rim (g) /
Massa Corporal (g)] x 100.

Conforme apresentado na Tabela 9 e ilustrado na Figura 35 (Pag. 106), o peso absoluto dos rins do grupo W2 foi
significativamente maior do que C (p=0,0403), e do que W6 (p=0,0054). Quando W2 foi comparado ao grupo treinado e suplementado
com mesma dose, houve diferenga significativa, sendo que W2 teve maior média de peso do rim do que TW2 (p=0,0043).

Porém, as diferengas apresentadas no peso absoluto dos rins sédo diluidas em sua maioria quando analisadas em medida
relativa (%), mantendo somente a diferenga entre W2 e TW2 (p=0,0294), que embora tenham sido tratados com a mesma dose de

whey proteins, o grupo W2 apresentou maior peso do rim relativo a massa corporal (Figura 36, pag. 106).
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Figura 35 — Representacao grafica do Peso do rim em valor absoluto (g).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; a vs. W6; 6 vs. TW2.
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Figura 36 — Representacao grafica do Rim em valor relativo a MCT (%).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia-'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1: W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia™'; TW6 = Treinado+6g-kg-dia”'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; § vs. W2; ¢ vs. W4; o vs. W6; # vs.TC;
dvs. TW2; 6 vs. TW4; y vs. TWG.
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Figura 37 — Representacao grafica do Raio dos Glomérulos (um).

C = Controle Sedentario ndo suplementado; W2 = Sedentario+2g-kg-dia'; W4 = Sedentario+4g-kg-dia-
1; W6 = Sedentario+6g-kg-dia-!; TC = Treinado ndo suplementado; TW2 = Treinado+2g-kg-dia-!; TW4 =
Treinado+4g-kg-dia!; TW6 = Treinado+6g-kg-dia-'. ANOVA One-Way post hoc Tukey (Intergrupos):
Simbolos na horizontal indicam maior média (p<0,05) = * vs. C; § vs. W2; ¢ vs. W4; a vs. W6; # vs.TC;
dvs. TW2; 6 vs. TW4; y vs. TWG.

Nos raios dos glomérulos (Figura 37), W2 (Figura 38, pag. 108, imagem B) teve
menor média (p<0,0001) do que W4 (Figura 38, imagem C) e W6 (Figura 38, pag. 108,
imagem D) (p<0,0001), porém W4 e W6 n&o apresentaram diferengas entre si, embora
0 peso absoluto do rim em W4 tenha sido maior do que W6 (p=0,0073).

Sobre os efeitos da suplementacao e treinamento resistido, houve diferenca
entre TC e TW6 (Figura 39, pag. 109, imagens E e H), onde o grupo tratado com whey

proteins teve maior valor médio dos raios glomerulares (p=0,0060).
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Figura 38 — Imagens dos glomérulos dos grupos sedentarios (Obj. 10x, H&E).

A: Controle ndo suplementado; B: 2g-kg-dia'; C: 4g-kg-dia!; D: 6g-kg-dia™.
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Figura 39 — Imagens dos glomérulos dos grupos treinados (Obj. 10x, H&E).

E: Controle Treinado n&o suplementado; F: Treinado+2g-kg-dia'; G: Treinado+4g-kg-dia;
H: Treinado+6g-kg-dia'.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, apos 12 semanas de suplementagcdo com whey proteins
em doses de 2, 4 e 6 g-kg-dia™! e treinamento resistido, avaliamos a excregdo de
analitos relacionados a fungao renal em ratos Wistar machos jovens, através de coleta
de urina de 24h. Inicialmente realizamos analise semiquantitativa com tiras reagentes
para determinagdo de pH, Densidade, Proteinuria e glicosuria, marcadores
amplamente comuns na pratica clinica inicial de diagndstico de doengas renais.

Durante o periodo de coleta de urina de 24h tivemos o cuidado de mensurar
a ingestao de racédo e também a ingestéo hidrica, haja vista que podem ser fatores
que influenciam nos marcadores analisados.

Ao findar do periodo experimental de 12 semanas, os ratos foram
eutanasiados e assim obtemos o soro para analise de marcadores renais sericos,
além da extragao do rim para mensuragao do raio glomerular, uma forma de avaliagado
da hipertrofia renal.

Observamos que também seria relevante, determinar por meio de equacgdes
de diagndtico precoce a funcéo renal dos ratos, determinados entdo a Creatinina
corrigida pelo kg de peso, haja vista que a excregdo de Creatinina é fortemente
influenciada pela massa corporal e volume muscular. Também calculamos a relacao
proteina/Creatinina, equacao com forte correlagcdo com o padrao ouro de proteina de
24h, além de que detecta mais precocemente alteracdes. Determinamos também a
relagdo Ureia/Creatinina e depuracdo de Creatinina como estimativa da filtracao
glomerular dos ratos.

Encontramos que todos os grupos ganharam Massa Corporal ao final das 12
semanas, porém como no momento inicial houveram algumas variagbes de média
entre os grupos, calculamos o A da variavel massa corporal, e encontramos maior
destaque de aumento para o grupo W4 sendo maior somente entre o C e TW4.

Embora tenham recebido a mesma dose, podemos inferir que o treinamento
possa ter exercido efeito de controle ponderal para a dose de 4g de whey proteins por
dia, consequentemente também houve aumento do valor absoluto de consumo de
whey proteins ao final das 12 semanas (Tabela 2).

O resultado de massa corporal do presente estudo foi semelhante ao do
estudo de 6 semanas de Chen et. al. (2014) em que camundongos treinados e
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suplementados tiveram massa corporal total menor ao final do estudo em relagao aos
grupos nao suplementados. Tal resultado é semelhante ao estudo de Franzen et. al.
(2016), sobre dose de whey proteins e marcadores bioquimicos relacionados a
composi¢ao corporal.

No presente estudo todos os grupos treinados aumentaram a forga em relagao
a AS2, porém o grupo TW4 apresentou uma curva de aumento de carga entre os
testes mais acentuada do que os outros grupos. Um dos estudos encontrados na
revisdo, com suplementagdo de whey proteins e treinamento resistido, nao
apresentaram os resultados de forga (Chen et. al., 2014).

Porém no estudo de Aparicio et. al. (2014b) também houve aumento da forga
em estudo de 12 semanas, corroborando com nossos achados. Os ratos ndo eram
suplementados com whey proteins, mas receberam proteina da soja enriquecida na
racao (10%), porém o objetivo do autor era verificar os efeitos do treinamento resistido
de alta intensidade sob a saude renal de ratos, e encontrou que o modelo de
treinamento utilizado (resistido de alta intensidade) apresentou aumento da area
glomerular, concluindo assim que o estresse induzido pelo exercicio pode ter causado
tal efeito morfoldgico, divergindo do presente estudo.

Em nosso estudo, os raios glomerulares apresentaram maior média nos
grupos W4, W6 e TW6. Entre os sedentarios, esse efeito teve destaque a ponto de
W4 e W6 terem raios glomerulares significativamente maiores do que C e W2,
sugerindo assim que a suplementagdo com 2g-kg-dia! em ratos sedentarios nao
proporcional alteragao morfolégica, enquanto que para W4 e W6, embora nao sejam
diferentes entre si, apresentaram alteracdo morfolégica. Ao que parece, para os
grupos treinados observou-se efeito do treinamento em atenuar o aumento glomerular
para a dose de 4 g-kg-dia™.

W4 apresentou maior raio glomerular do que seu par treinado (TW4). Porém
entre os pares de mesma dose W6 e TW6 nao houve diferenga significativa, mas TW6
teve maior raio glomerular do que TC, sugerindo assim que o treinamento néo foi
suficiente para atenuar a alteragao glomerular para a dose de 6 g-kg-dia™.

Chen et. al. (2014), suplementou camundongos com 4,1g-kg-dia-' também por
gavagem, semelhante ao nosso método e dose, porém em periodo de 6 semanas. Os
camundongos foram treinados com carga em modelo de natagcdo. Das variaveis
verificadas semelhantes ao nosso estudo, a Creatinina sérica foi maior para o grupo

sedentario ndo suplementado do que para o treinado ndo suplementado, e a Ureia
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sérica foi maior no grupo sedentario suplementado do que para o treinado
suplementando.

Tal efeito, pode ter sido devido a associagdo do treinamento com dietas
hiperproteicas causando melhor resposta anabdlica, porém seria necessario ter
verificado a excregao e/ou balango nitrogenado. Semelhante aos resultados de Chen
et. al. (2014), a Ureia sérica em nosso grupo controle nao suplementado foi maior do
que todos os outros grupos do presente estudo, porém quando analizamos a excregéo
observamos que houveram diferencas nos valores absolutos de Ureia em amostra
isolada (mg/dL) indicando maior excregao para os grupos TW2, TW4 e TW6, podendo
sugerir maior degradagao de proteinas, talvez uma condicdo momentanea causada
pelo treinamento resistido de alta intensidade. Porém quando normalizada para 24h,
o marcador Ureia ndo apresentou diferengas entre os grupos.

Sobre a Creatinina sérica do presente estudo, notamos que o grupo W6 teve
maior concentragao do que W2 e TW6, porém no estudo de Chen et. al. (2014) apesar
de ser com dose de 4g-kg-dia' ndo demonstrou efeito de aumento da Creatinina
sérica em nenhum dos grupos, semelhantes aos achados do presente estudo, para a
mesma dose.

Em adicao ao estudo de Chen et. al. (2014), na variavel de peso absoluto do
rim o grupo treinado e suplementado com 4g-kg-dia' de whey proteins teve menor
média do que os sedentarios e sedentarios suplementados, porém esse efeito nao foi
observado quanto ao peso relativo do rim foi avaliado, corroborando com os nossos
achados, porém no peso relativo do rim apenas W2 foi maior que TW2.

No estudo de Nebot et. al., (2014), com ratos sedentarios tratados com whey
proteins por 12 semanas, verificou as variaveis de volume de diurese e pH urinario. O
volume de diurese de 12h dos grupos tratados com 1,62 g-kg-dia™! (baixa dose) foi em
média 3,92 mL e para os grupos tratados com 6,74 g-kg-dia™' (alta dose) foi de 4,43mL
semelhantes aos valores do nosso estudo (7,67 a 12,46 mL / 24h) (Tabela 4). Em
relagdo ao pH urinario tanto para baixa dose quanto para alta dose os valores giraram
em torno de 6,5 sendo caracterizado como um pH mais acido, diferente do nosso
estudo que todos os ratos tiveram pH entre 8 a 9 (alcalino) (Tabela 5).

Semelhantemente, Aparicio et. al. (2014b) verificou o volume de diurese e pH,
porém a coleta da urina foi também foi de 12h, semelhante ao estudo de Nebot et. al.
(2014). Em contrapartida, o estudo de Aparicio et. al. (2014b) foi com treinamento

resistido e sem suplementagédo de whey proteins, demonstrando valores de diurese
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médios de 0,36 mL/h (4,32 mL) para o grupo treinado em alta intensidade e diurese
de 0,23 mL/h (2,76 mL) diferindo em relagcdo ao presente estudo para o grupo
sedentario.

No estudo de Aparicio et. al. (2014b) os valores de pH foram na ordem de 6,84
para o grupo treinado e 7,25 para o sedentario, diferentes do nosso estudo (Tabela 5).

Diante dos estudos apontados que avaliaram pH, € relevante inferir que a
manutengao do pH acido pode indicar melhor capacidade de filtragdo do sangue pelos
rins, pois a urina acida indica uma excrecdo adequada dos residuos do metabolismo,
mantendo o meio interno (sangue) mais alcalino.

Vale ressaltar que que dietas com teor de proteina elevado em condi¢des
normais o pH deve ser mais acido devido ao aumento de excregdo de N e H, diferente
do que encontramos em nosso estudo. Logo, nossos resultados de pH néo
corroboram com os resultados de Nebot et. al. (2014) que obteve pH acido como
resultado de dose de 6,74g-kg-dia-!. Embora a dose seja semelhante a nossa dose
mais elevada, todos os ratos do presente estudo apresentaram pH alcalino.

Porém, na pratica clinica é importante aliar no sumario de urina os resultados
de pH e Densidade, além do estado de hidratacdo do paciente, haja vista que tem
relacdo com o equilibrio acido-base e com a funcao tubular normal.

Sobre isso, verificamos no presente estudo que durante a coleta de urina de
24h nao houve diferengas na ingestdo de agua entre os grupos, e embora os ratos
tenham perdido peso durante a estadia na gaiola metabdlica, também né&o
apresentaram diferencgas significativas da massa corporal entre os grupos, bem como
na quantidade de racdo consumida nas 24h de teste. Entdo podemos afirmar que
todos os grupos estavam na mesma condigao de estresse, durante o teste de urina
de 24h, haja vista que ndo houveram diferengcas em nenhuma das varaveis fisicas
medidas.

A Densidade da urina (Tabela 5) no nosso estudo teve valores da ordem de
1.000 a 1.015. Embora a Densidade indique a capacidade do tubulo em concentrar ou
diluir o filtrando, levou-se em consideragao em nosso estudo a ingestao de agua que
pode influenciar nos valores de Densidade, observando que nao houve diferenca na
ingestao de hidrica no teste de urina de 24h entre os grupos e os valores de Densidade
indicam urina diluida (Tabela 5).

A glicosuria € um marcador que pode indicar les&o no tubulo proximal renal

quando associada a auséncia de hiperglicemia. Em nosso estudo os ratos nao
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apresentaram glicose na urina no método utilizado (Tabela 5), corroborando com o
estudo Lerco (2003) em que os ratos do grupo controle apdés 12 semanas nao
apresentaram glicose na urina quando mensurada em tira reagente.

A Proteinuria mensurada em tira reagente, mostrou uma tendéncia de
aumento proporcional ao aumento da dose por grupo, demonstrando uma migragao a
diminuido da concenrtagao nos grupos treinados dose de whey proteins administrada.
Porém a Proteinuria em amostra isolada e Proteinuria / 24h ndo apresentaram
diferencas entre os grupos.

Em associagao, a Proteina Total demonstrou maior concentragdo no grupo
W6, mas no marcador Albumina n&o houve diferenca. Porém quando calculamos a
relacdo proteina/Creatinina € possivel observar com mais clareza o efeito indicado
pela analise de tira reagente. Os grupos controlem C e TC apresentaram maiores
meédias, porém em comparagdao com o0s sedentarios observou-se decaimento da
relacdo. Nos grupos treinados o efeito foi 0 mesmo, porém em maior decaimento,
sugerindo assim um efeito protetor renal inversamente proporcional a dose. A relagéo
proteina/Creatinina € uma equacao de estimativa que possui correlagao 6tima com a
Proteinuria de 24h.

Diante de relatos de efeito protetor renal, Peng et. al. (2012) induziu Doenca
Renal com doxorrubicina em ratos treinados apdés tratamento prévio de whey proteins.
Em periodo de 11 semanas foram coletados sangue e urina a cada duas semanas.
Os ratos com DRC induzida apresentaram edema renal com peso do rim aumentado
para os grupos sedentario, enquanto que os grupos treinados com DRC induzida,
apresentaram melhoria parcial. Também, os ratos treinados apresentaram menor
volume glomerular. O estudo concluiu que o treinamento fisico intenso proporciona
melhor resuldado sobre o edema renal.

Em adigéo, outros marcadores como BUN sérico apresentou aumento nos
ratos com DRC. Enquanto os ratos treinados e com DRC induzida tiveram redugao
parcial (Peng et. al., 2014).

Porém a Ureia sérica no presente estudo s6 aumentou para o grupo controle
sedentario. Ja o acido urico sérico no estudo de Peng et. al. (2014) n&o apresentou
nenhuma diferenga, diferente do presente estudo que foi obervado que TW4 teve
maior concentracdo do que C. TW6 também teve maior concentragdo de acido urico
do que TC, podendo ser devido as doses aumentadas.

Haja vista que o whey proteins é rico em xantina oxidase (10% do conteudo)
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enzima que catalisa a oxidacdo de purinas a Acido Urico, aumentando assim
proporcionalmente a concentracdo de Acido Urico no soro (Sgarbieri, 2005). A
concentracdo aumentada no presente estudo pode ter associacdo com a baixa
excrecdo desse analito e aumento da ingestdo de whey causando assim um quadro
denominado de hiperuricemia, que pode causar formagao de calculos renais quando
associadas a marcadores como pH anormalmente acido. Porém no presente estudo
os valores de pH foram classificados como alcalinos (Aparicio et. al., 2011; Lollo et.
al. 2012).

Semelhantemente ao estudo de Peng et. al. (2014), ratos sedentarios
suplementados com 6,74g-kg-dia”' de whey proteins apresentaram maior
concentracao de Ureia sérica do que os ratos normais, sendo tal resultado semelhante
ao de ratos com DRC induzida ndo suplementados (Nebot et. al. 2014).

Também no mesmo estudo de Peng et. al. (2014) a Creatinina sérica nos
grupos com DRC induzida aumentou, mas a albumina sérica ndao apresentou
diferencga. Os resultados de albumina corroboram com o presente estudo, porém os
de Creatinina sérica do presente estudo encontramos que W6 teve maior
concentracao, sendo ainda significativa em comparagcéo com o C e TW6.

Porém, ressaltamos ainda que conforme as recomendacdes de avaliagado da
funcao renal descritas no referencial, verificamos assim depuragdo do marcador,
assim como mensuramos em urina de 24h. Além de que também normalizamos os
resultados de Creatinina proporcionalmente a massa corporal do rato e verificamos
ainda o comportamento associado a Proteinuria por meio da relagao
proteina/Creatinina.

Sabendo que a Creatinina somente se eleva tardiamente diante de quedas
bruscas da TFG, a Creatinina/24h urinaria se demonstrou superior para o grupo TW6,
mas ainda graficamente (Figura 26) observamos uma tendéncia ao decaimento da
excregao para os grupos sedentarios proporcional ao aumento da dose, enquanto
para os grupos treinados a tendéncia por inversa. A Creatinina de 24h aumentou para
0s grupos treinados suplementados proporcional ao aumento da dose.

Porém, vale lembrar-mos que a Creatinina por ndo ser um marcador
adequado para verificagao da excregao em ratos submetidos ao treinamento resistido
de alta intensidade e suplementados, haja vista que os valores aumentados podem
ser devido aos efeitos anabdlicos do treinamento associado a suplementagao de whey
proteins (Gualano 2008a; 2008b; Kreider et. al., 2017).
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Desta maneira os resultados de Creatinina de 24h proporcional a massa
corporal do rato (mg/kg), os resultados demonstraram o mesmo efeito da Creatinina
24h, porém, houveram mais diferengas significativas. TW6 teve maior excre¢ao de
Creatinina por kg de peso, do que W6 embora suplementados com mesma dose, e
também maior que TC. Também o grupo TW4 teve maior excrecao de Creatinina por
kg de peso maior do que o controle treinado (TC).

Porém o Clearance de creatininina (Depuragdo, TGF) verificamos que
somente o grupo TW6 apresentou maior destaque. Tendo maior excregao (mL/min)
do que seu par com mesma dose W6 e todos os grupos treinados TC, TW2, TW4 e
TW6 indicando maior funcionalidade da filtragcdo proporcional a quantidade de
Creatinina necessaria a ser excretada por dia, e ndo necessariamente uma lesao.

Aliado a isso, a relacdo Proteina/Creatinina demonstrou tendéncia ao
decaimento proporcional ao aumento da dose, sendo ainda mais atenuada quando
aliada ao treinamento. Os grupos controle ndo suplementados (C e TC) apresentaram
maior relagéo Proteina/Creatinina. Porém quando a Creatinina foi associada a Ureia
(Ureia/Creatinina séricas) somente TW6 n&o foi menor do que o C.

Observamos ainda que dentre os ratos treinados TW6 apresentou maior
hipertrofia glomerular, apresentando diferenca em relagdo ao TC. Nos sedentarios W4
e W6 apresentaram destaque sob C, W2 e TW4. Sugerindo um efeito protetor do
treinamento para as doses de 4g-kg-dia™!, e 6g-kg-dia’ parcialmente.

No estudo de Haraguchi et. al. (2009), com ratos fischer sendo administrado
racdo com fonte proteica de whey proteins, a concentragdo sérica de Ureia nao
apresentou diferencga significativas entre os grupos. Em relagdo a concentracao de
Creatinina sérica os grupos de dietas whey proteins (PS) e whey proteins e
hipercolesterolemiante (PSH) também nao apresentaram diferenga significativa com
o tratamento, diferente dos nossos resultados, como ja mencionados apresentaram
diferengas principalmente nas medidas relativas de Creatinina excretada.
Ressaltamos ainda que o estudo de Haraguchi et. al. (2009) nao verificou a excregao
dos analitos, ou como a Creatinina se comportou em relagdo ao peso do rato.

Em Franzen et. al. (2016), com ratos tratados com dose baixa de proteina
(10% de whey em ragado) nao houve diferenga significativa de concentragcdo de
Creatinina e Ureia séricas quando comparados entre os grupos, divergindo dos
nossos achados. Porém nosso estudo utilizou de altas doses de whey proteins.

No estudo de Haraguchi et. al. (2009), com ratos fischer sendo administrado
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racdo com fonte proteica de whey proteins, a concentragdo sérica de Ureia nao
apresentou diferencga significativas entre os grupos. Em relagdo a concentragcdo de
Creatinina sérica os grupos de dietas whey proteins (PS) e whey proteins e
hipercolesterolemiante (PSH) também n&o apresentaram diferenga significativa com
o tratamento, diferente dos nossos resultados, como ja mencionados apresentaram
diferengas principalmente nas medidas relativas de Creatinina excretada.
Ressaltamos ainda que o estudo de Haraguchi et. al. (2009) ndo verificou a excregao
dos analitos, ou como a Creatinina se comportou em relagdo ao peso do rato.

Em Franzen et. al. (2016), com ratos tratados com dose baixa de proteina
(10% de whey em ragédo) ndao houve diferenga significativa de concentracdo de
Creatinina e Ureia séricas quando comparados entre os grupos, divergindo dos
nossos achados. Porém nosso estudo utilizou de altas doses de whey proteins.

No estudo de Nunes et. al. (2013), realizado com ratos Wistar submetidos a
treinamento resistido de agachamento em intensidade de 65-75% de 1RM, receberam
doses de 1,8 g-kg-dia de whey proteins, onde demonstrou aumento significativo da
Creatinina sérica no grupo sedentario e suplementado SEDW (p<0,05) em relagao
aos grupos sedentario (SED), treinado ndo suplemento (TR) e treinado e
suplementado (TRW), os demais grupos nao apresentaram diferenca entre si,
semelhante ao nosso estudo. Vale ressaltar que a intensidade do treinamento foi
menor em relacdo ao nosso estudo, além de que torna-se ainda importante a
continuagao da pesquisa na investigacdo em grupos sedentarios e suplementados.

No estudo de Aparicio et. al. (2014a), realizado com ratos Wistar sedentarios
e que receberam baixa dose de whey proteins (10%) e de proteina de soja (10%), nao
apresentaram entre si diferenca significativa na Ureia sérica, porém apresentaram
diferenga nas proteinas totais (p<0,001) em que o grupo que recebeu whey proteins
teve média mais elevada, em nosso estudo W6 apresentou maior média de
concenrtacdo de proteina total, sendo maior que C, W2 e W4, nao apresentando
diferencas em relacdo a TWG.

Dos Santos et. al. (2016) em seu estudo com ratos sedentarios, com grupos
suplementados em baixa dose de whey (0,45 g-kg-dia) e dose de whey a 1,8 g-kg-dia,
nao apresentaram valores significativos de Ureia e Creatinina séricas, diferindo
também dos nossos achados, porém as doses administradas foram menores do que
as utilizadas nos presente estudo, ndo havendo ainda tratamento com treinamento

resistido.
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Buscamos ainda verificar os valores médios diante de estudos de
padronizagado de avaliagdo bioquimica em biotérios, com ratos que n&o sofreram
tratamento experimental com whey proteins e treinamento.

Em um estudo de padronizagao da avaliagao renal em ratos wistar em biotério,
De Castro et. al., (2014), realizou coleta de urina de 24h em gaiola metabdlica. Os
valores médios de Proteinuria/24h (8,8 mg/dL) foi semelhante ao dos nossos grupos
tratados com whey proteins e treinados TW2, TW4 e TW6 (Tabela 6), diferindo em
comparagao aos nossos grupos sedentarios suplementados W2, W4 e W6.

Porém, os valores absolutos de Creatinina na urina foram menores (88,5
mg/dL) no estudo de De Castro et. al. (2014) em comparagao ao nosso estudo, pois
obtivemos valores médios muito superiores principalmente para os grupos treinados
e suplementados (Tabela 6). Os valores séricos de Creatinina no estudo citado (0,5
mg/dL) foram semelhantes em relagéo aos grupos do nosso estudo, exceto para W6
que teve valor superior (0,68mg/dL) (Tabela 7).

Novamente em um estudo de padronizagao de avaliacdo bioquimica em ratos
wistar em biotério, os marcadores seéricos Creatinina e Ureia, avaliados no estudo de
Santos et. al. (2010), os valores médios de Creatinina sérica (0,6 mg/dL) foram
diferentes do presente estudo, pois obtemos valores menores, assemelhando-se
apenas ao valor médio do grupo W6 (Tabela 7).

A Ureia sérica (35,2 mg/dL) no estudo de Santos et. al. (2010) foi semelhante
aos grupos do nosso estudo, exceto para o grupo C (50,44mg/dL) (Tabela 7).

Os resultados do presente estudo ndo corroboram também com o estudo de
Lima et. al. (2014) que avaliou ratos wistar de biotério obtendo Creatinina média de
0,58 mg/dL e Ureia de 39,9 md/dL.

Sobre a Creatinina, ja se tem determinado que a excregdo desse analito é
proporcional a massa muscular, por ser produto final da creatina e fosfocreatina. Tanto
que, nos resultados encontrados da excrecao de Creatinina na urina observou-se que
os grupos treinados TW2, TW4 e TW6 apresentaram maior excre¢céo de Creatinina do
que o Controle sedentario e controle treinado. Efeito que pode ser explicado talvez
por diferencas da composicdo corporal medidas pelo treinamento resistido e
suplementacgao de whey proteins sobre a hipertrofia do musculo esquelético. Também,
devido a residios de creatina terem aumento proporcional a contragao muscular e uso
da creatina/fosfocreatina para o treinamento resistido, explicando assim a excreacao

aumentada do residuo.
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Observou-se também maior excre¢ao de Creatinina, quando observados os
grupos TW4 e TW6 comparados aos controle sedentarios que receberam mesma
dosagem (W4 e W6), indicando assim que a maior excregédo de Creatinina pode ter
sido efeito do treinamento resistido e contracdo muscular, ou aumento da massa
muscular, corroborando também com os resultados de peso maximo carregado
observados, em que o grupo TW4 demonstrou maior média de aumento de carga
carregada ao longo das 12 semanas.

No presente estudo, na Proteinuria observamos que no periodo de 12
semanas houve uma tendéncia a maior excregao nos grupos sedentarios, e menor
excregao para os grupos treinados, tanto nas tiras reagentes quanto na analise
espectrofotométrica, e também para equacdes de estimativa da relacédo
proteina/Creatinina. Sugerimos entdo que a proteina em excesso da dieta em todos
0s grupos treinados pode ter sido direcionada para hipertrofia muscular em resposta
ao estimulo mecéanico do treinamento resistido.

Isso afirma ainda mais a relevancia em maiores investigag¢des relacionando
carga/intensidade de treinamento, doses baixas, médias e altas de whey proteins,
efeitos a curto, médio e longo prazo sob a hipertrofia muscular e efeitos sobre a fungao
renal em ratos sedentarios.

A ingestdo de doses acima das recomendacgdes, devem ser administradas
com cautela em sedentarios, mesmo que nao haja predisposi¢do ao desenvolvimento
de doengas renais, haja vista que os estudos apresentados no referencial e na
discussao, utilizam como parédmetro a avaliagdo em sua maioria os marcadores de

Creatinina e Ureia.
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8 CONCLUSAO

Diante do objetivo apresentado, avaliamos a funcdo renal de ratos Wistar
submetidos a suplementagdo de doses de 2, 4 e 6g-kg-dia de whey proteins e
submetidos a treinamento resistido e encontramos que a suplementagao com doses
de 2, 4 e 6g-kg-dia! demonstrou alteragbes de parametros renais principalmente de
excregao de proteinas, bem como a relagio proteina/Creatinina.

A excregao de proteinas se mostrou a dose, demonstrando menor excregao
quando associadas ao treinamento resistido. Tais efeitos foram observados na analise
da urina em tiras reagentes, e apresentaram mesmo efeito na analise colorimétrica.

Além disso observou-se hipertrofia glomerular com medidas dos raios dos
glomérulos com valor superior para os grupos W4, W6 e TW6, porém observou-se
que o treinamento resistido de alta intensidade atenuou a hipertrofia renal para as
doses de 4g-kg-dia! e parcialmente para a dose 6g-kg-dia™.

Sendo assim, confirmamos parcialmente hipétese afirmativa da pesquisa, pois
os grupos sedentarios suplementados com doses de 4 e 6g-kg-dia-' de whey proteins
apresentaram efeitos deletérios em parametros bioquimicos e morfolodgicos renais.

Concluimos com base nos resultados que o consumo aumentado de whey
proteins nas doses de 4 e 6g-kg-dia”! demonstrou efeitos prejuizo a fungao renal de
ratos sedentarios, sendo reafirmado pela hipertrofia glomerular mensurada.

Porém, faz-se necessario a replicagao da pesquisa em acréscimo a medidas
de balanco nitrogenado, digestibilidade de proteinas, analise de marcadores
livremente depurados que néo sofram influéncia de dietas hiperproteicas e analise de
tecido renal a nivel tubular e marcadores inflamataérios.

Mesmo assim, torna-se relevante ainda verificar e/ou delinear por meio de
novos estudos as relagcdes entre variadas intensidades de treinamento resistido e
ingestdo de proteinas proporcionalmente em doses baixas e altas, tendo como
objetivos o alcance de meiores beneficios anabdlicos do suplemento sem possiveis

prejuizos adicionais a saude renal, diante dos indicios observados no presente estudo.
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ANEXO 1 — Certificado de Aprovacdo da Comisséo de Etica do Uso de Animais
(CEUA-UFMA).

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
CIAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos da suplementacio de whey protein e
do treinamento resistido de doze semanas sobre a funcio renal de ratos Wistar”
registrada com o n° 23115.01804/2017-91, sob a responsabilidade de Francisco
Navarro, que envolve a producdo, manutengio ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi
considerado APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) da Universidade Federal do Maranhao.

FINALIDADE ( )Ensino (x) Pesquisa ( )Extensdo
Vigéncia da autorizagio 01/04/2017 2 01/08/2018
Espécie/linhagem/raga Ratos/Wistar/
N° de animais 50 animais
Peso/Idade 200 a 250g — 60 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central UFMA

Profa. Dra. Luci}ene Amorim Silva
Presidente da Comissao de Etica no uso de animais-CEUA
UFMA
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APENDICE 1 — Termo de anuéncia do Biotério Setorial Centro de Pesquisa de Pds-

Graduacgao das Cién

cias Bioldgicas e da Saude

Sao Luis, de de 2017.

O Bioterio vinculado ao Programa de Pos-Graduagao em Saude do

Adulto e da Crianga

- UFMA, esta de acordo com a execucao do projeto de

mestrado de Alanna Joselle Santiago Silva (2016107683): EFEITOS DA

SUPLEMENTACAO

DE WHEY PROTEIN E DO TREINAMENTO RESISTIDO

DE DOZE SEMANAS SOBRE A FUNCAO RENAL DE RATOS WISTAR, sob
orientagao do Prof. Dr. Francisco Navarro, docente do da Universidade federal

do Maranhao (UFMA

):

O Biotério assume o compromisso em disponibilizar a estrutura fisica
necessaria para a coleta de dados durante a realizagao da pesquisa.

&

Mestranda do Prog

=

Alanna Joselle Santiago Silva

rama de P6s Graduagéo em Saude do Adulto e da Crianca
(PPGSAC)

Mat. 2016107683

——, 2

TN

° .
Prof. Dr. Francisco Navarro ¥ &*esee”

Programa de Pés
Programa

\ Departamento de Educagao Fisica W
Graduagao em Saude do Adulto e da Crianca - PPGSAC
de Pos Gradyacao em Educacéo Fisica - PPGEF

do LAFIPEMA-UFMA
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APENDICE 2 — Termo de anuéncia do Laboratério de Bioanalies do Programa de Pés-

Graduacgao em Saude do Adulto e da Crianga (PPGSAC).
Séao Luis, de de 2017.

O Laboratério de Bioanalises do PPGSAC, esta de acordo com a
execugcdo do projeto de mestrado de Alanna Joselle Santiago Silva
(2016107683); EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE WHEY PROTEIN E DO
TREINAMENTO RESISTIDO DE DOZE SEMANAS SOBRE A FUNGAO
RENAL DE RATOS WISTAR, sob orientagéo do Prof. Dr. Francisco Navarro,
docente do da Universidade federal do Maranhao (UFMA).

Assumimos o compromisso em disponibilizar 0s equipamentos
necessarios para a coleta de dados durante a realizacdo desta pesquisa,
mediante a compra de materiais de custeio e com horéarios previamente
agendados para 0 uso.

@ﬁfm,d\ml<1§a:&;:hit,&.

Alanna Joselle Santiago%;lva
Mestranda do Programa de Pés Graduagao em Satde do Adulto e da Crianca
(PPGSAC)
Mat. 2016107683

0
e
V// — e —— % (@05‘&6\9“@6

Departamento de Educagéo Fisica ¥

Programa de Pés Graduacéo em Satde do Adulto e da Crianca - PPGSAC
Programa de Pés Graduagéo em Educacao Fisica - PPGEF

Coordenador do LAFIPEMA-UFMA

\Y
. 15\‘ je 025 &
i Prof. Dr. Francisco Navarro e @g\w"f

Vweea Ls ﬁm‘l«/w\» kSt el /‘k___:(Q‘

v

Coordenador do Laboratério de Bioanalises do PPGSAC

P Do Vo do st s Bandso Nasmento
Coordenadora do Programa de Pos-Graduagao
em Saude do Adulto e da Crianga
SIAPE - Matricula - 407201



