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Resumo

Obijetivo: O presente estudo objetivou verificar se 0 consumo de dosagens mais altas de whey proteins apresentam
alteracBes nos biomarcadores hepéaticos e no consumo de racdo em ratos Wistar sedentarios comparado a dosagens
mais baixas. Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo experimental, o estudo foi realizado com 32 ratos que foram
alocados em quatro grupos, sendo os grupos: C - controle ndo suplementado (n=10), W2 - suplementado com
2g/kg/dia (n=10), W4 - suplementado com 4g/kg/dia (n=7), W6 - suplementado com 6g/kg/dia (n=5) através de
gavagem e suplementados com whey proteins. Serdo analisados 0s biomarcadores Bilirrubina e Albumina.
Resultados: Em relagdo as proteinas totais foram encontradas diferencas significativas entre os grupos C e W6
(p=0,0282) e entre os grupos W2 e W6 (p=0,0054). Para a Bilirrubina foram encontradas diferencas significativas
apenas entre os grupos W2 e W6 (p=0,0213). Conclusdo: Os achados deste estudo sugerem que doses de 2, 4 e
6g/kg/dia de whey proteins ndo influenciam na alteracdo dos biomarcadores hepaticos, constituindo-se em um
suplemento hepatoprotetor e que conforme aumenta a dosagem de suplementacdo ocorre redugdo no consumo de
racdo, sugerindo que a suplementacdo com whey proteins pode regular a ingestdo de alimentos dos ratos.
Palavras-chave: Proteinas; Figado; Billirubina; Albumina.

Abstract

Aim: The present study aimed to verify whether the consumption of higher doses of whey proteins present changes in
liver biomarkers and in the feed intake in sedentary Wistar rats compared to lower doses. Materials and Methods: This
is an experimental study, the study was carried out with 32 rats that were allocated in four groups: C - non-
supplemented control (n = 10), S2 - supplemented with 2g/kg/day (n = 10), S4 - supplemented with 4g/kg/day (n = 7),
S6 - supplemented with 6g/kg/day (n = 5) by gavage and supplemented with whey proteins. Bilirubin and Albumin
biomarkers will be analyzed. Results: Regarding total proteins, significant differences were found between groups C
and W6 (p = 0.0282) and between groups W2 and W6 (p = 0.0054). For Bilirubin significant differences were found
only between groups W2 and W6 (p = 0.0213). Main Conclusions: The findings of this study suggest that doses of 2,
4 and 6g/kg/day of whey proteins do not influence the alteration of liver biomarkers, constituting a hepatoprotective
supplement and as the dosage of supplementation increases, there is a reduction in feed consumption, suggesting that
whey protein supplementation may regulate rat food intake.

Keywords: Proteins; Liver; Bilirubin; Albumin.

Resumen
Objetivo: El presente estudio tuvo como objetivo verificar si el consumo de dosis mas altas de proteinas de suero
presenta cambios en los biomarcadores hepaticos y en la ingesta de alimento en ratas Wistar sedentarias en
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comparacion con dosis mas bajas. Materiales y Métodos: Se trata de un estudio experimental, el estudio se realizé con
32 ratas que se dividieron en cuatro grupos, siendo los grupos: C - control no suplementado (n = 10), W2 -
suplementado con 2g / kg / dia (n = 10), W4 - suplementado con 4g / kg / dia (n = 7), W6 - suplementado con 6g / kg /
dia (n = 5) por sonda y suplementado con proteinas de suero. Se analizardn los biomarcadores de bilirrubina y
albimina. Resultados: Respecto a las proteinas totales, se encontraron diferencias significativas entre los grupos C y
W6 (p = 0.0282) y entre los grupos W2 y W6 (p = 0.0054). Para la bilirrubina, solo se encontraron diferencias
significativas entre los grupos W2 y W6 (p = 0.0213). Conclusién: Los hallazgos de este estudio sugieren que dosis de
2,4y 69/ kg /dia de proteinas de suero de leche no influyen en el cambio de biomarcadores hepéticos, constituyendo
un suplemento hepatoprotector y que a medida que aumenta la dosis de suplementacién se produce una reduccién de
el consumo de dieta, lo que sugiere que la suplementacion con proteinas de suero puede regular la ingesta de
alimentos en ratones.

Palabras clave: Proteinas; Higado; Billirrubina; Albdmina.

1. Introducéo

As proteinas sdo compostas da combinacdo de 20 aminodcidos, a sequéncia destes aminoacidos é que definem as
principais fungfes, quer sejam, transporte, regulacdo, estruturais ou de defesa (Lehninger et al., 2006). Whey proteins
apresentam em sua composicdo, quase todos os aminodcidos essenciais, excluindo apenas 0s aromaticos, ndo se mostram de
forma frequente, porém atendem as necessidades nutricionais de todas as idades dos seres humanos (Sgarbieri, 2004).

Aponta-se que whey proteins tem maior taxa de absor¢do, quando comparadas com outras, como a caseina, essa
assimilacdo de forma rapida faz com que as concentragGes plasmaticas dos aminoéacidos, culminem em valores altos logo ap6s
0 seu consumo no organismo humano (Dangin et al., 2001; Kerasioti et al., 2018). O consumo de whey proteins logo apds a
realizacdo de exercicios, diminui o consumo de energia na refeicdo subsequente, aumentando o teor de massa muscular e
diminuindo a gordura corporal (Monteyne et al., 2016).

Comparando as whey proteins com outras proteinas, observa-se que elas tém uma maior taxa de absorcdo no trato
gastrintestinal, e promove maior estimulacéo de sintese proteica (Poortmans et al., 2012). Em dietas contendo whey proteins, 0
teor de concentracdo plasmatica de citocinas e os marcadores de lesdo hepética sdo menores, do que aquelas que contém outros
tipos de proteina como a caseina (Kume et al., 2006).

Estudos associando Whey proteins com lesbes hepéticas induzidas (isquemia e reperfusdo) tem mostrado que as
proteinas do soro do leite tém efeito hepatoprotetores, prevenindo o estresse oxidativo, e diminuindo a ocorréncia de citocinas
pré-inflamatorias, e a infiltracdo de células inflamatorias, constituindo em um alimento imunonutricional (Nii et al., 2014;
Chaves et al., 2018; Al-Dhuayan, 2018).

Mesmo com inimeros estudos trazendo os beneficios de Whey proteins, outro estudo encontrou efeitos colaterais
associados entre a suplementacdo de Whey proteins e o figado, analisaram os biomarcadores de inflamacéo e estresse oxidativo
e encontraram que a suplementagdo de Whey proteins concentrado aumentou a inducdo do estresse oxidativo hepatico e alterou
a morfologia dos hepatdcitos nos ratos, porém cabe ressaltar que a dosagem utilizada neste estudo foi diferente das dosagens
utilizadas nos demais estudos (Gamdzyk et al., 2018).

O presente estudo objetivou verificar se 0 consumo de dosagens mais altas de whey proteins apresentam alteracdes

nos biomarcadores hepaticos e no consumo de ragdo em ratos Wistar sedentarios comparado com dosagens mais baixas.

2. Metodologia
No presente estudo foi adotado delineamento de pesquisa experimental com grupos randomizados (Hoerauf et al.,

2019). A realizacdo da pesquisa experimental aconteceu no Biotério Setorial da Universidade Federal do Maranhdo-UFMA,
em S&o Luis-MA.
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O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais (CEUA) através do protocolo de
nimero 23115.001161/2017-85 da Universidade Federal do Maranhdo-UFMA.

O presente estudo foi realizado com 32 Rattus novergicus albinus machos da linhagem Wistar com idade inicial de 60
dias e massa corporal aproximada de 2869 + 31,01.

Os 32 ratos foram alocados em quatro grupos, sendo os grupos: C - controle ndo suplementado (n=10), S2 -
suplementado com 2g/kg/dia (n=10), S4 - suplementado com 4g/kg/dia (n=7), S6 - suplementado com 6g/kg/dia (n=5).

Os ratos permaneceram em condicfes higiénicas em gaiolas coletivas, mantidos em uma sala climatizada com
controle de temperatura entre 24°C a 28°C, e ciclo alternado de claro/escuro de 12 horas. Foram alimentados com ragdo
balanceada padrdo para roedores e 4gua ad libitum. As gavagens foram realizadas diariamente durante as doze semanas do
experimento, correspondendo a dosagem especifica para cada grupo, sendo de 2, 4 e 6g/kg/dia.

Vinte e quatro horas apds os procedimentos experimentais finais e com jejum de 12 horas, os ratos foram eutanasiados
através de injecdo intraperitoneal com cetamina (70mg/kg) e xilasina (10mg/kg) de acordo com protocolo ja validado na
literatura (Neves et al., 2013).

As andlises de Billirubina, Proteinas totais e Albumina foram realizadas seguindo o método reagéo de ponto final com
kits Labtest.

Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo da normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para a
comparacao entre medidas repetidas entre as semanas em cada grupo separadamente, foi aplicado o teste de ANOVA one way
post-hoc de Tukey adotando os valores significativos de p<0,05. Para a comparacdo de uma varidvel intergrupos ao longo do
tempo, foi utilizado o teste ANOVA two way post-hoc de Tukey adotando valores significativos de p<0,05. O software que foi

utilizado para as analises foi o Graphpad Prism® versao 8.

Quadro 1. Composicgao da racdo ofertada durante o experimento.

Quantidade por kg
Nutriente g/mg/kg Nutriente g/mg/kg
Umidade 1209 Pantoten de célcio 112mg
Proteina bruta 2209 Acido folico 6mg
Extrato etéreo 409 Biotina 0,26mg
Material mineral 90g Colina 2.400mg
Fibra bruta 709 Saédio 2.700mg
Calcio 10-14g Ferro 50mg
Fdsforo 8.000mg Manganés 60mg
Vitamina A 25.500 UI Zinco 60mg
Vitamina D3 2.100 Ul Cobre 10mg
Vitamina E 60 Ul lodo 2mg
Vitamina K3 12,5mg Selénio 0,05mg
Vitamina B1 14,4mg Cobalto 1,5mg
Vitamina B2 11mg Fluér 80mg
Vitamina B6 12mg Lisina 149
Vitamina B12 60mcg Metionina 5.000mg
Niacina 60mg Aditivo BHT 100mg

Fonte: Autores (2021).

No Quadro 1 estdo dispostas as informacdes acerca da racdo ofertada para os animais do experimento, sendo uma

racdo balanceada padréo para roedores.
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3. Resultados

Consumo relativo de racdo

Figura 1 — Consumo relativo de racdo intergrupos.
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Fonte: Autores (2021).

Observou-se que houve diferenca significativa apenas entre os grupos C e W2 (p=0,0093), entre C e W4 (p=0,0381),
0s demais grupos ndo apresentaram diferenca significativa, entre os grupos C e W6 (p=0,9976), entre os grupos W2 e W4
(p=0,9973), entre os grupos W2 e W6 (p=0,1253), entre os grupos W4 e W6 (p=0,2148).

De acordo com a Figura 1, pode-se observar que os grupos W2 e controle apresentaram consumo mais baixo quando
comparados ao grupo W6 no inicio do protocolo e ao final do experimento apresentaram consumo mais elevado, também foi
observado que o consumo do grupo W6 que iniciou com maior ingesta de ragdo, onde o grupo W6 apresentou um pico de
maior consumo na semana 10, ou seja, com a suplementagdo de whey proteins interferiu na ingestéo de racgdo, e houve queda
brusca no consumo pelos grupos W4 e W6 na semana 12.

Observa-se que os grupos que foram suplementados com dosagens mais elevadas de whey proteins (sendo as
dosagens de 4 e 6g/kg/dia), obtiveram padrdo de reducdo no consumo de racdo, sendo um fator positivo, visto que o alto

consumo de ragdo poderia desencadear em aspectos nutricionais diversos, incluindo alteracdes de biomarcadores hepéticos.
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Biomarcadores hepaticos

Bilirrubina

Figura 2 - Valores de analises de Bilirrubina intergrupos.
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Fonte: Autores (2021).

Foram encontradas diferencas significativas apenas entre os grupos W2 e W6 (p=0,0213), nos demais grupos nao
foram encontradas diferencas significativas, entre C e W2 (p=0,9936), entre C e W4 (p=0,1733), entre C e W6 (p=0,0647),
entre W2 e W4 (p=0,2423), entre W4 e W6 (p=0,7383).

Conforme descrito na Figura 2, observa-se que os grupos C e W2 apresentaram valores mais altos de bilirrubina
qguando comparados aos demais grupos, e que conforme o aumento da dosagem suplementada houve redugdo na concentracdo

de bilirrubina sérica.

Proteinas totais
Figura 3 - Valores de andlises de Proteinas totais intergrupos.
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Fonte: Autores (2021).
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Foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos C e W6 (p=0,0282) e entre os grupos W2 e W6
(p=0,0054), nos demais grupos ndo foram encontradas diferengas significativas, entre C e W2 (p=0,4747), entre C e W4
(p=0,3162), entre W2 e W4 (p=0,6194), entre W4 e W6 (p=0,3323).

De acordo com a Figura 3 observa-se que houve reducgdo de proteinas totais conforme o aumento da dosagem de
suplementacdo de whey proteins, posto que os grupos C e W2 apresentaram maiores valores, respectivamente. O grupo W6

apresentou o menor valor desse biomarcador.

Albumina

Figura 4 - Valores de analises de Albumina intergrupos.
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Fonte: Autores (2021).

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos, entre os grupos C e W2 (p=0,1985), entre os grupos
C e W4 (p=0,2635), entre os grupos C e W6 (p=0,1557), entre os grupos W2 e W4 (p=0,8258), entre os grupos W2 e W6
(p=0,4168), entre os grupos W4 e W6 (p=0,8015).

Conforme descrito na Figura 4, os valores de albumina foram reduzidos conforme o aumento da suplementacdo de
dosagem de whey proteins, sendo que o grupo C e W2 apresentaram as maiores concentracdes, respectivamente.

De acordo com o observado nos biomarcadores hepaticos, observou-se que conforme foram aumentadas as dosagens
de suplementacdo, sendo nas dosagens de 4 e 6g/kg/dia, as concentracdes séricas dos biomarcadores bilirrubina, proteinas

totais e albumina foram reduzidas, whey proteins se constituindo em um hepatoprotetor. 7

4. Discussao

Em relacdo ao biomarcador de Bilirrubina, os resultados obtidos no presente estudo corroboram com o estudo de
Haraguchi et al., (2009) com 32 ratos machos Fisher, divididos em 4 grupos, no qual os autores encontraram que 0S grupos que
receberam as dietas com whey proteins ndo aumentaram a atividade da Bilirrubina, sendo um efeito benéfico para o figado.

Corroborando também com uma pesquisa de Kume et al., (2006) com ratos sprague-dawley machos onde observaram
niveis reduzidos de biomarcadores hepaticos, tais como albumina e bilirrubina, em dosagens de caseina e whey proteins, sendo

que a dosagem ofertada de whey proteins foi hepatoprotetora, posto que ndo causou danos a fungdo hepética dos ratos.
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Corroborando com a pesquisa de Xu et al., (2009) sobre a inducdo de injiria hepatica, onde os autores nao
encontraram diferenca significativa nas concentragdes de bilirrubina e albumina nos dois grupos com injlaria hepatica,
comparados ao grupo controle.

Em relagdo ao biomarcador Albumina, corroboram com os estudos de Kume et al., (2006) e Haraguchi et al., (2009),
onde 0s autores encontraram que 0S grupos que receberam as dietas com whey proteins ndo aumentaram a atividade da
albumina, e em alguns grupos foram observados a reducdo desse biomarcador, se constituindo em um efeito benéfico para o
figado.

O presente estudo também corrobora com os achados de um estudo de Jahromi et al., (2018) com ratos e a funcao
hepatica onde ndo foram encontradas diferencas significativas dos biomarcadores albumina, bilirrubina e proteinas totais no
grupo controle sobre a toxicidade hepatica, porém os autores ndo utilizaram whey proteins como suplementagéo.

Em relacdo ao consumo relativo de ragcdo foram encontradas diferencas significativas apenas entre os grupos C e W2
(p=0,0093), entre C e W4 (p=0,0381), os demais grupos ndo apresentaram diferenga significativa, corroborando com o estudo
de Freudenberg et al., (2012) com camundongos onde 0s autores encontraram uma ingestdo menor de ragcdo nos grupos que
foram suplementados com whey proteins, cabe ressaltar que mesmo o estudo sendo realizado com camundongos em uma
duracdo de tempo maior de experimento do que a duragdo do presente estudo ambos tiveram resultados semelhantes.
Corroborando também com o estudo de Zapata et al., (2017) com ratos por 8 semanas, onde observaram mudancas de reducéo
no consumo de racao pelos ratos suplementados com whey proteins.

Corroborando também com um estudo de Zhou et al., (2011) com ratos onde os autores observaram que a
suplementacdo com whey proteins por 5 semanas colaborou na reducdo da ingestdo de ragcdo. Também corrobora com o estudo
de Wada et al., (2019) com ratos wistar machos, os quais nos resultados foram observados que o consumo de ragéo foi maior a
ingesta no grupo controle quando comparado aos grupos suplementados com aminoacidos.

O presente estudo difere do estudo de Haraguchi et al., (2009) com 32 ratos machos Fisher, com dietas com proteina
do soro do leite e com dietas ricas em gorduras, pois 0s autores encontraram menor consumo de alimento nos grupos que
receberam as dietas ricas em gordura, apesar de maior ganho de peso por esses grupos.

O presente estudo também difere do estudo de Chen et al., (2014) com ratos treinados, no qual os autores ndo
encontraram diferengas no consumo de &gua e racao entre os grupos suplementados com whey proteins, e isso pode ser devido
ao fato de que no presente estudo ndo foram adotados protocolos de treinos.

5. Concluséo

Os achados deste estudo apresentam a sugestdo de que doses de 2, 4 e 6g/kg/dia de whey proteins ndo influenciam na
alteracdo dos biomarcadores hepaticos bilirrubina, albumina e proteinas totais, se constituindo em um suplemento
hepatoprotetor, respondendo ao objetivo proposto. Observou-se também sobre o consumo de ragdo onde 0s grupos que
receberam suplementacdo com whey proteins apresentaram reducgdo do consumo de racdo, esta diminui¢do na ingestdo sugere
que a suplementacdo com whey proteins pode regular a ingestdo de alimentos dos ratos. Os dados apresentados no presente
estudo quanto aos valores de analises bioquimicas dos biomarcadores de dano hepatico apresentam maiores valores para 0s
grupos controle e o que foi suplementado com 2g/kg/dia de whey proteins, quando comparado aos demais grupos, onde foram
encontrados que conforme a dosagem da suplementacdo aumentou tanto as concentra¢fes dos biomarcadores hepaticos quanto

a ingestdo de racdo foram reduzidos.
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