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RESUMO

A obesidade vem tornando-se uma preocupacdo mundial devido ao aumento da sua
prevaléncia. Maiores crescimentos foram observados, principalmente, entre jovens com
alta escolaridade, seja para excesso de peso, seja para obesidade. Estudos mostram que
pacientes com Indice de Massa Corporal (IMC) acima do ideal foram registrados com
mais frequéncia em casos criticos como decorréncia do COVID-19, do que 0s pacientes
com IMC normal. Modelos experimentais de inducdo de obesidade em animais de
laboratério tem sido realizado para melhor compreender a obesidade bem como avaliar
as potenciais substancias efetivas no seu tratamento, como € o caso da proteina do soro
do leite (PSL). O objetivo foi avaliar o efeito da PSL sobre os parametros bioquimicos de
camundongos submetidos a racdo hipercalérica. Os animais foram divididos nos grupos
(n=8): Grupo 1, receberam apenas rac¢ao padréo (RP); Grupo 2, receberam apenas ra¢ao
hipercaldrica (RH); Grupo 3, receberam racao hipercalorica acrescida de proteina do soro
do leite (RHPSL) e Grupo 4, receberam ragdo hipercalérica (RH) + racdo hipercalorica
acrescida de proteina do soro do leite (RHPSL). A obesidade foi induzida mediante
ingestdo por 12 semanas de RH. O G3 recebeu a PSL concomitante & RH, enquanto que
em G4 induziu-se primeiramente a obesidade e, nos 28 dias posteriores, realizou-se o
acréscimo de PSL a RH. Por fim, os animais foram submetidos a jejum de sélidos de 6-
8h para determinacéo dos parametros bioguimicos. Os resultados obtidos foram tabulados
e plotados nos programas Graphpad Prism 5.0 e Microsoft Office Excel 2013® para
analise estatistica e geracdo de graficos. Observaram-se alteracbes nos parametros
glicose, colesterol total, colesterol HDL, ureia, albumina e proteinas totais, bem como no
peso da gordura abdominal e do figado. Os niveis de glicose aumentaram no Grupo 3 em
155,81% e 103,27%, quando comparado ao G1 e G2, respectivamente, enquanto que o
G4 apresentou uma reducdo de 57,00% ao comparar com G3. A gordura abdominal dos
animais dos grupos 2, 3 e 4, elevou-se de forma significativa em 163,39%, 227,94% e
25,48%, respectivamente em relacdo ao G1. O G3 apresentou aumento do peso do figado
comparado com G1 e G2, bem como foi 0 grupo que teve maiores valores de gordura
abdominal, peso corpdreo e glicose. Em relacéo a funcéo renal, apenas os niveis de ureia
foram alterados, de forma que os grupos 2, 3 e 4 apresentaram valores reduzidos em
27,25%, 33,23% e 25,86%, respectivamente, desse parametro em relacdo ao G1. De
acordo com os resultados demonstrados, verifica-se que a racao hipercalorica adicionada
ou ndo de proteina do soro do leite na concentracdo e periodo estudado, proporcionou
alteracdes significativas na glicose, colesterol total, colesterol HDL, ureia, proteinas totais
e albumina.
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ABSTRACT

Obesity has become a worldwide concern due to the increase in its prevalence. Greater
increases were observed, mainly, among young people with high schooling, either
overweight or obese. Studies show that patients with an above-optimal Body Mass Index
(BMI) were more frequently enrolled in critical cases as a result of COVID-19 than
patients with a normal BMI. Experimental models of obesity induction in laboratory
animals have been carried out to better understand obesity as well as to evaluate potential
effective substances in its treatment, such as whey protein (PSL). The objective was to
evaluate the effect of PSL on the biochemical parameters of mice submitted to
hypercaloric chow. The animals were divided into groups (n=8): Group 1, received only
standard chow (RP); Group 2, received only hypercaloric chow (RH); Group 3 received
hypercaloric chow plus whey protein (RHPSL) and Group 4 received hypercaloric chow
(RH) + hypercaloric chow plus whey protein (RHPSL). Obesity was induced by ingestion
for 12 weeks of RH. G3 received PSL concomitantly with RH, while in G4 obesity was
induced first and, in the 28 days later, PSL was added to RH. Finally, the animals were
fasted for solids for 6-8 hours to determine the biochemical parameters. The results
obtained were tabulated and plotted in Graphpad Prism 5.0 and Microsoft Office Excel
2013® programs for statistical analysis and graphing. Changes were observed in the
parameters glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, urea, aloumin and total proteins,
as well as in the weight of abdominal fat and liver. Glucose levels increased in Group 3
by 155.81% and 103.27% when compared to G1 and G2, respectively, while G4 showed
a reduction of 57.00% when compared to G3. The abdominal fat of animals in groups 2,
3 and 4 increased significantly by 163.39%, 227.94% and 25.48%, respectively, in
relation to G1. G3 showed increased liver weight compared to G1 and G2, and was the
group that had higher values of abdominal fat, body weight and glucose. Regarding renal
function, only urea levels were altered, so that groups 2, 3 and 4 showed reduced values

of 27.25%, 33.23% and 25.86%, respectively, for this parameter in relation to the G1.
According to the demonstrated results, it is verified that the hypercaloric ration with or
without whey protein in the concentration and period studied, provided significant
changes in glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, urea, total proteins and albumin.
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1. INTRODUCAO
1.1 OBESIDADE

A obesidade vem tornando-se uma preocupacdo mundial devido ao aumento da
sua prevaléncia. No mundo, pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrem a cada ano como
resultado do excesso de peso ou obesidade (OMS, 2016). Em 2016, dados mostraram que
39% dos adultos estavam com sobrepeso e 13% com obesidade. As tendéncias do indice
de massa corporal (IMC) em todo o mundo, no periodo entre 1975 e 2016, evidenciam o
crescente aumento dessas condi¢Oes nos adultos (SILVA et al., 2021). Acredita-se que se
esta incidéncia permanecer, quase metade da populagdo adulta do mundo estard com
sobrepeso ou obesidade até 2030. Assim, a obesidade configura-se ndo somente como um
importante problema de salde publica devido a sua prevaléncia e incidéncia, mas também
devido ao seu custo econdmico (TREMMEL et al., 2017).

Observa-se aumento da proporg¢éo de adultos com excesso de peso e obesidade na
nos estudos do periodo de 2006 a 2019. Maiores crescimentos foram observados,
principalmente, entre jovens com alta escolaridade, seja para excesso de peso, seja para
obesidade. As caracteristicas sociodemogréficas parecem ter influéncia no aumento do
excesso de peso e obesidade, especialmente entre 0s mais jovens. Maiores variagcdes no
sexo feminino podem estar relacionadas a questdes de género, com impacto expressivo
sobre sua saude (SILVA et al., 2021). Fatores como o habito de fumar ou os niveis séricos
de colesterol- LDL elevados aumentam o risco para o desenvolvimento de obesidade em
adultos jovens (CONDE E BORGES, 2011).

E uma doenca cronica de causa multifatorial, resultado de um balango energético
positivo sendo desencadeada, na grande maioria dos casos, pela associacdo de fatores
genéticos, ambientais e comportamentais. Dentre os fatores ambientais e
comportamentais pode-se citar a inatividade fisica e o comportamento alimentar
inadequado, como o alto consumo de produtos industrializados, associado ao reduzido
consumo de frutas, hortalicas e leguminosas (ALBUQUERQUE et al., 2016).

Nesse contexto tem-se, ainda, a sindrome metabdlica (SM) que representa um
grupo de fatores de risco cardiometabolico que incluem a obesidade abdominal
combinada com a elevacdo da pressdo arterial, glicemia de jejum e triglicerideos, e
reducdo do nivel de colesterol HDL. A presenca de SM estd associada a um risco

aumentado de eventos cardiovasculares e mortalidade (CASTANHO et al., 2013).



Estudos mostram que pacientes com Indice de Massa Corporal (IMC) acima do
ideal foram registrados com mais frequéncia em casos criticos como decorréncia do
COVID-19, do que os pacientes com IMC normal. Isso se relaciona especialmente ao fato
de que a obesidade € condicdo que traz consigo importantes alteracdes na funcgéo
pulmonar, alteraces anatbmicas e aumenta a possibilidade de coexisténcia de Doencas
Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNT) (COSTA et al.,, 2020). Existem alguns
mecanismos potenciais que colocam a obesidade como fator de risco severo para infeccao
grave por SARS-CoV-2. Estudos sugerem que a deposicao ectopica de gordura reduza a
reserva cardiorrespiratoria protetora, tendo efeitos prejudiciais sobre a funcdo pulmonar,
com diminuicdo do volume expiratdrio forcado e capacidade vital forcada. (MOREIRA,
REIS E FREIRE, 2020).

Diante deste cenario, muitos trabalhos encontrados na literatura tém focado na
inducdo da obesidade em animais de laboratério com o intuito de compreender melhor
esse disturbio metabolico bem como avaliar as potenciais substancias efetivas no seu

tratamento e das comorbidades associadas.

1.2 MODELOS DE OBESIDADE

A utilizacdo de modelos experimentais com animais é de fundamental importancia
para o estudo dos mecanismos pelos quais a obesidade induz as disfuncdes fisioldgicas,
bem como para o estudo de novos farmacos ou substancias que possam ser usados no seu
tratamento. Existem diferentes modelos de animais, grande parte deles utilizam roedores,
que desenvolvem a obesidade a partir de dietas modificadas ou de mutacdes genéticas
(ROSINI, SILVA, MORAIS, 2012).

Considerando que o modelo deve ser o mais proximo possivel do
desenvolvimento da obesidade em humanos, seria mais indicada a inducéo da obesidade
por meio do consumo de alimentos altamente palataveis e com alto valor energético
(ROSINI, SILVA E MORAIS, 2012). Existem vérios tipos de dieta para induzir a
obesidade experimentalmente em animais, como por exemplo: dieta hiperlipidica
(WHITE et al, 2013), dieta de cafeteria (ESTADELA et al., 2004) e dieta hipercalorica
(TORRES, 2018). Os modelos que usam dieta para induzir a obesidade variam na
composicao da dieta, no periodo de ingestdo e nos parametros alterados a partir do seu
consumo.

Na obesidade, observa-se aumento do tecido adiposo que é caracterizado por

achados conhecidos como hiperplasia (aumento no namero de células de gordura) e



hipertrofia (aumento do tamanho celular) para armazenar triglicerideos de forma eficaz
no tecido adiposo (SHIN et al., 2014; SUGANAMI, TANAKA e OGAWA, 2012).

Dessa forma, a partir de modelos experimentais in vivo é possivel verificar a
atividade de substancias com potencial para o tratamento e prevencdo da obesidade e
doencas correlacionadas como diabetes, dislipidemias, hipertensdo, dentre outras. Dentre
essas substancias, destaca-se a proteina do soro do leite, também conhecida como whey
protein.

1.3 WHEY PROTEIN OU PROTEINA DO SORO DO LEITE

O whey protein é a proteina do soro do leite extraida durante a fabricacdo de
queijo. Atualmente é utilizada como matéria-prima em suplementos proteicos para atletas
e na industria alimenticia como aditivo na fabricacdo de uma série de produtos, como
formulas infantis, alimentos fortificados e com teor lipidico reduzido, produtos carneos,
lacteos e de panificacdo (SCARLATO et al., 2015). Para serem classificadas e
consideradas como suplementos proteicos, as whey proteins devem atender aos seguintes
requisitos: o produto pronto para consumo deve conter, no minimo, 10 g de proteina na
porcdo e conter, no minimo 50% do valor energético total proveniente das proteinas,
podendo ser adicionado de vitaminas e minerais, sendo proibida a adi¢do de fibras
alimentares e de ndo nutrientes, segundo a legislagéo brasileira vigente (BRASIL, 2010).

As principais caracteristicas destas proteinas sdo possuir um alto teor de
aminoéacidos essenciais, os de cadeias ramificadas e apresentar sequéncias de peptideos
bioativos e também apresentam alto teor de calcio (SOUZA et al, 2015). Essas moléculas
proteicas apresentam uma estrutura globular contendo algumas pontes de dissulfeto, que
conferem um certo grau de estabilidade estrutural. As fracdes ou peptideos do soro sdo
constituidas de: beta-lactoglobulina (BLG), alfa-lactoalbumina (ALA), albumina do soro
bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig‘s) e glicomacropeptideos (GMP). Essas fracOes
podem variar em tamanho, peso molecular e funcdo, fornecendo as proteinas do soro do
leite caracteristicas especiais (HARAGUCHI, DE ABREU, DE PAULA, 2006).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente absorvidas
pelo organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e teciduais a tal ponto que
alguns pesquisadores classificaram essas proteinas como proteinas de metabolizagéo
rapida (fast metabolizing proteins), muito adequadas para situacbes de estresses
metabdlicos em que a reposi¢do de proteinas no organismo se torna emergencial (SOUZA
etal., 2014)



A whey protein apresenta-se geralmente sob trés formas: concentrada (WPC),
isolada (WPI) e hidrolisada (WPH). As WPC apresentam geralmente (mas nem sempre)
niveis reduzidos de gordura e colesterol. No entanto, em comparagdo com as outras
formas de proteina do soro do leite, tém maior nimero de compostos bioativos e hidratos
de carbono na forma de lactose. As WPI sdo processadas de modo a remover a gordura
ou a lactose. No entanto, apresentam niveis também reduzidos de compostos bioativos.
As hidrolisadas (WPH) séo proteinas do soro do leite pré-digeridas através de um
processo quimico, de modo a facilitar o metabolismo, embora o0 seu custo de mercado
seja superior. A proteina do soro do leite hidrolisada pode ser menos alergénica em
relagdo a outras formas da proteina (JIMENEZ et al., 2012).

Disponibilizada sob a forma de p06, a proteina soro do leite pode ser diluida com
agua ou leite, na dose média de 30 g/dia, pela manhd, em jejum ou logo apds a atividade
fisica. E fato que as necessidades proteicas s&o diferentes para individuos sedentarios e
para praticantes de exercicios com peso. Isso se deve ao fato de o exercicio intenso
aumentar a excrecdo de nitrogénio e quando as ingestdes proteica e energética sao
insuficientes, diminui o balango nitrogenado, tornando-o negativo, o que € indesejado

para atletas ou praticantes de atividade fisica regular (TERADA et al., 2009)
1.4 EFEITOS DA PROTEINA DO SORO DO LEITE

Os efeitos bioldgicos atribuidos a proteina do soro do leite resultam do aumento
da sintese proteica muscular, reducdo da gordura corporal em fun¢édo do seu alto teor de
calcio, além da alta concentracdo de glutationa, que diminui a acdo dos agentes oxidantes
nos musculos esqueléticos. Some-se a isso 0 aumento da concentracdo de insulina
plasmaética, favorecendo a captacdo de aminoacidos para o interior da célula muscular
(HARAGUSHI, DE ABREU, DE PAULA; 2006; CALBET, MACLEAN, 2002).

Estudos tem apontado resultados promissores do uso do whey protein no
tratamento do céancer, HIV, hepatite B, doengas cardiovasculares, osteoporose e como
agente antimicrobiano (MARSHAL, 2004).

Experimentos realizados em modelos animais com obesidade induzida pelo
aumento de gordura na dieta (ragdo rica em caseina), demonstraram que a suplementacéao
com whey protein reduziu o ganho de gordura e melhorou a intolerancia a glicose, a
sensibilidade a insulina, bem como reduziu os niveis de colesterol total (TRANBERG et
al., 2013).



Existem evidéncias de que as dietas com maior proporc¢do de proteina e menor de
carboidrato promovem maior perda de peso, maior reducdo de gordura corporal e menor
perda de massa magra, quando comparadas as dietas convencionais (PEDROSA;
DONATO JUNIOR; TIRAPEGUI, 2009). Além disso, acredita-se que a ingestao diaria
de produtos lacteos e proteina do soro do leite podem promover a prevencdo e/ou
atenuacao da crescente epidemia de obesidade. Entretanto, ndo hé dados suficientes para
suportar que a ingestdo de célcio e proteina do soro do leite diariamente pode ajudar
individuos detentores da doenca cronica (MARSHAL, 2004).

Ainda ndo esta esclarecido o0 mecanismo pelo qual a dieta com maior propor¢éo
de proteina aumenta a reducdo de peso em relagdo a dieta convencional. Todavia, algumas
hipoteses acreditam no maior efeito da proteina na saciedade, quando comparado ao do
carboidrato. Outro mecanismo proposto para explicar o efeito da dieta rica em proteina
na reducdo de peso esta correlacionado ao maior efeito desta dieta na termogénese, mais
especificamente no efeito térmico dos alimentos (ETA). O ETA refere-se ao aumento do
gasto energético observado ap0s a ingestdo de uma refeicdo. Dessa forma, tem-se que o
ETA produzido pela proteina pode ser de 20 a 35% do conteudo energético ingerido,
enguanto que o do carboidrato fica entre 5 e 15% e o da gordura fica entre 0 e 5%
(PEDROSA; DONATO JUNIOR; TIRAPEGUI, 2009).

Apesar dos potenciais bioldgicos promissores da proteina do soro do leite, é
importante destacar que o aumento da quantidade de proteinas na dieta, além das
recomendacdes previstas para pessoas fisicamente ativas, ndo leva ao aumento adicional
da massa magra, podendo a proteina ser utilizada como combustivel energético e
ocasionar acimulo de aménia, o que pode sobrecarregar a fungdo renal (PEDROSA;
DONATO JUNIOR; TIRAPEGUI, 2009).

O excesso de ingestdo proteica pode, ainda, aumentar a producéo de ureia, causar
célica abdominal e diarreia, além de aumentar o risco de desidratacdo. Além disso, como
a proteina é a principal fonte de producdo acida enddégena através da excre¢do de sulfato,
essa producdo aumentada pode influenciar negativamente a densidade mineral dssea, se
néo for balanceada com uma dieta adequada (ALVES, LIMA; 2009).

Diante do exposto, a realizagdo do protocolo experimental descrito permitira
avaliar se a proteina do soro do leite possui propriedades de prevenir ou de tratar as
alteracbes metabolicas promovidas pela obesidade, tais como hiperglicemia e

hiperlipidemia, observando-se também as fungdes hepaticas e renais. Ademais, estudos



envolvendo animais de laboratdrios sdo de grande relevancia, pois fornecem informacdes

acerca do que pode vir a ser visualizado em humanos.

OBJETIVOS
Objetivo Geral
e Auvaliar o efeito da proteina do soro do leite sobre os parametros bioquimicos dos
camundongos submetidos a ragédo hipercal6rica.

Obijetivos Especificos

e Observar se a ragdo hipercaldrica foi capaz de promover a obesidade bem como
alterar os perfis glicémico e lipidico dos animais.

e Avaliar os metabolismos glicémico e lipidico, funcdo renal e hepética, além das
proteinas plasmaticas de camundongos submetidos & dieta hipercal6rica e,
posteriormente tratados com proteina do soro do leite.

e Avaliar os metabolismos glicémico e lipidico, funcédo renal e hepatica além das
proteinas plasmaticas de camundongos submetidos ao uso concomitante de
proteina do soro do leite e dieta hipercaldrica.

e Verificar o efeito da proteina do soro do leite sobre a massa corporea, peso do
figado, bem como gordura abdominal de todos os grupos estudados.

2. METODOLOGIA

2.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos swiss (~30g) albinos, adultos, machos, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram acondicionados
em caixas de polipropileno, aclimatizados entre 22 + 0,5°C, com ciclos de claro/escuro

de 12 em 12h e circulacdo de ar controlados, recebendo racdo padrao e dgua ad libitum.

2.2 Delineamento experimental
2.2.1 Grupos experimentais
Para avaliacdo do efeito da proteina do soro do leite sobre a alteracdo no
metabolismo lipidico e glicémico induzidos pela ingestdo da racdo hipercalérica (MELO,
2010) que promoverd a obesidade, os animais foram divididos aleatoriamente nos

seguintes grupos (n=8):



- Grupo 1: os animais receberam apenas racdo padréo por 16 semanas (RP);

- Grupo 2: os animais receberam apenas racéo hipercaldrica por 16 semanas (RH);

- Grupo 3: 0s animais receberam racao hipercalo6rica acrescida de proteina do soro do leite
por 16 semanas (RHPSL);

- Grupo 4: os animais receberam racdo hipercalorica por 12 semanas (RH) + ragédo

hipercaldrica acrescida de proteina do soro do leite por 4 semanas (RHPSL).

2.2.2 Rac0es

A racdo padrao foi a comercial Nuvilab (Colombo, PR, Brasil), cuja composi¢édo
é de 19% de proteina, 56% de carboidratos, 3,5% de lipidios, 4,5% de celulose, 5% de
vitaminas e minerais e 12% de umidade com um valor energético de 17,03 kJ/g. Enquanto
que, a racdo hipercalorica foi confeccionada a partir da padroniza¢do proposta por
Estadella et al., 2004. A dieta foi formada pelos seguintes constituintes e quantidades: 15
g de racédo padrdo, 10 g de amendoim torrado, 10 g de chocolate ao leite e 5 g de biscoito
de maizena. Para a confecgdo de pellets, os ingredientes foram triturados e misturados.
Ao final, a racdo foi constituida de 24,68% de proteina, 43,88% de carboidratos, 21,67%
de lipidos, 3,81% de celulose, 1,6% de vitaminas e minerais e 3,83% de umidade.

A racdo hipercaldrica foi confeccionada no Laboratério de Farmacotécnica do
Departamento de Farméacia da UFC, sob orientacdo do Prof. Dr. Said Gongalves da Cruz
Fonseca. Apos a confec¢do, as races foram armazenadas em depoésitos sob refrigeracao
de 2-8°C.

A concentragdo de proteina do soro do leite utilizada no presente estudo foi
calculada baseada nos dados descritos na literatura em relacdo ao percentual diario de
consumo de proteinas. Segundo Tirapegui e Mendes (2005), as proteinas sdo necessarias
na formacéo, no crescimento e no desenvolvimento de tecidos corporais, na formacéo de
enzimas que regulam a producéo e a geracao de energia, sobretudo quando os estoques
de carboidratos estdo baixos. Estas devem estar presentes na alimentac&o diéria na faixa
de 10% a 15% das calorias totais. Dessa forma, o percentual de proteinas do soro do leite
incorporado na ragdo a ser utilizada no presente estudo foi de 15%, concentragdo essa

escolhida baseada em estudos preliminares realizados pelo grupo.

2.2.3 Inducdo da obesidade por consumo de racdo hipercalorica durante 12

semanas com pos tratamento de 28 dias.



Apols o periodo de aclimatizagdo, os animais receberam racdo padrdo, ragédo
hipercaldrica ou racdo hipercaldrica acrescida de proteina do soro do leite por 12 semanas.
Os animais submetidos a ingestdo de racéo hipercalorica, apds o periodo de indugéo de
obesidade (12 semanas), foram divididos em 2 grupos compostos por 08 camundongos
cada (conforme a média de peso). No grupo G2 a RH foi mantida por mais 4 semanas,
enquanto que o grupo G4 recebeu ap6s as 12 semanas de indugdo da obesidade, racao
hipercaldrica acrescida de proteina do soro do leite por 4 semanas.

Detalhando a divisdo dos grupos acima descritos, tem-se que os resultados do G2
serdo comparados com os do G1 com a finalidade de observar se ocorreu a inducdo da
obesidade bem como a modificacdo nos perfis lipidico e glicmico; os resultados obtidos
com o G3 foram utilizados para avaliar se a proteina do soro do leite acrescida na racdo
hipercaldrica impedira a inducdo da obesidade bem como hiperlipidemia e hiperglicemia
e os resultados do G4 foram utilizados para avaliar se ap6s a inducdo da obesidade, a
incorporacgdo da proteina do soro do leite na racdo hipercalérica reduzira a hiperlipidemia
e hiperglicemia.

2.3 Andlises laboratoriais

Ao final do periodo, foi realizada coleta sanguinea através do plexo retro orbital,
mediante realizacdo de jejum de solidos de 6-8h. Posteriormente, foram analisados 0s
seguintes parametros bioquimicos: glicose (metabolismo glicémico); colesterol total,
colesterol HDL, triglicerideos (metabolismo lipidico); AST, ALT (funcdo hepatica);
ureia, creatinina, acido urico (funcdo renal), proteinas totais e albumina (metabolismo
proteico). A gordura abdominal e o figado foram retirados e pesados ao final do
experimento.

Destaca-se, ainda, que durante todo o periodo de experimentacdo, 0s animais
foram acompanhados semanalmente quanto ao ganho de massa corpdrea, utilizando-se
balanca apropriada.

Todas as analises descritas acima foram realizadas no Laboratério de Bioguimica
Clinica do Departamento de Analises Clinicas e Toxicol6gicas da Faculdade de Farmacia,

Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara.

2.4 Analises estatisticas
Os resultados das determinacGes bioquimicas glicose, colesterol total, colesterol

HDL, triglicerideos, AST, ALT, ureia, creatinina, acido Urico, proteinas totais e albumina,



além dos dados relacionados ao ganho de massa corpdrea, peso da gordura abdominal e
figado foram tabulados e plotados nos programas Graphpad Prism 5.0 e Microsoft Office
Excel 2013® para andlise estatistica e geragdo de graficos.

Os valores obtidos foram expressos em médiaterro padrdo medio (E.P.M.). Para
comparacgao entre as médias utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) seguida de pos-

teste de Tukey. O critério de significancia adotado foi de p<0,05.

2.5 Aspectos éticos

Todos os procedimentos adotados para a realizacdo dos protocolos experimentais
descritos estdo de acordo com o0s preceitos éticos adotados pela comunidade cientifica
nacional e internacional. De acordo com as normas exigidas para estudos com animais, 0
protocolo descrito foi devidamente submetido & Comisséo de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal do Ceara, sendo aprovado com o ndmero com 0 ndmero
6769301118.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, existem inimeros suplementos alimentares disponiveis no mercado.
Seu uso, na maioria das vezes, é voltado apenas para a pratica de exercicios fisicos.
Entretanto, tem sido descrito na literatura a utilizacdo de alguns deles, tais como creatina
e proteina do soro do leite (PSL) para outras finalidades. No caso especifico da proteina
do soro do leite, estudos tem apontado resultados promissores do seu uso no tratamento
do céancer, HIV, hepatite B, doencas cardiovasculares, osteoporose e agente
antimicrobiano (MARSHAL, 2004). Tal fato motivou o estudo da proteina do soro de
leite em camundongos submetidos a racao hipercaldrica para inducdo de obesidade, em
dois aspectos especificos que sdo: avaliar se a PSL sera capaz de melhorar as
modificagdes promovidas pela inducdo da obesidade no que diz respeito aos perfis
glicémico e lipidico bem como o peso dos animais; e verificar se 0 uso concomitante de
PSL e dieta hipercaldrica sera capaz de impedir a indugdo da obesidade e alteracbes
metabolicas baseado nos parametros biogquimicos para analise dos perfis glicémico e
lipidico bem como o peso dos animais. O presente trabalho é relevante visto que os
suplementos proteicos sdo substancias bastantes empregadas por quem realiza atividade
fisica, mas que também podem apresentar resultados promissores quando utilizados para

outras finalidades.



Ap0s a trituracdo da racdo padrdo e mistura com chocolate ao leite, biscoito
maisena e amendoim, com adi¢do ou ndo de proteina do soro do leite 15% obtiveram-se
racbes semelhantes a original. Portanto, pode-se dizer que a confec¢do da ragdo
modificada foi realizada com éxito, obtendo uma forma e textura muito semelhante a
racao padrao ingerida pelos camundongos o que, certamente, facilitou sua aceitacéo pelos
animais.

Em protocolos experimentais com animais, uma das formas de administragéo de
substancias a serem testadas é a oral. A administracéo oral, pode ser por gavagem, na qual
garante-se a dose e a quantidade administrada, ou por livre acesso do animal a substancia
teste que pode ser realizada oferecendo-se nos bebedouros ou incorporadas a racao.
Optou-se em acrescentar a proteina do soro do leite na racdo hipercaldrica, uma vez que
se utilizou camundongos e 0s mesmos sao roedores, o que facilita a ingestdo da substancia
em estudo (FIOCRUZ, 2005).

J& nos resultados da ingestdo da racdo hipercalorica adicionada ou ndo de proteina
do soro do leite e racdo padrdo, por 16 semanas, a racdo hipercalorica foi efetiva em
promover o0 aumento do peso dos animais visto que, ao final de 16 semanas, o G1 (racao
padrdo) apresentou a média de peso de 43,81g enquanto que em G2 (racao hipercaldrica)
foi de 51,669, demonstrando uma elevacéo de 17,91%. G3, por sua vez, foi o grupo que
apresentou o maior ganho de peso 56,71g, demonstrando que a ingestdo de PSL 15%
concomitante a inducdo da obesidade nédo foi capaz de impedir o ganho de peso. O peso
médio de G4, ao final do experimento, foi de 50,17g, podendo-se sugerir que a ingestao
de PSL 15% ap6s a inducdo da obesidade ndo evitou o ganho de peso (Figura 1). Tendo
em vista, o resultado observado no G3, pode ser inferir que a ingestdo de PSL
acompanhada de uma dieta desbalanceada parece favorecer a um ganho de peso (Figura
1).
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Figura 1. Ganho de peso semanal (g) durante a ingestdo da racdo hipercalérica, racdo
hipercalorica acrescida de proteina do soro do leite ou racdo padrdo por 16 semanas. RP: ra¢éo
padrao, RH: racdo hipercaldrica, RH+WP15% (CONC): racdo hipercaldrica + proteina do soro
do leite 15% concomitante, RH+WP15% (POS): racdo hipercaltrica e, ap6s 12 semanas, ragdo
hipercalorica + proteina do soro do leite 15%.

A racdo hipercaldrica adicionada ou ndo de proteina do soro do leite, ndo
promoveu alteragdes significantes nos niveis de triglicerideos, AST, ALT, creatinina e
acido urico plasmaticos. Entretanto, os valores de glicose (figura 2), colesterol total
(figura 3), colesterol HDL (figura 4), proteinas totais (figura 5) e albumina foram
alterados (figura 6).

Os niveis de glicose aumentaram no Grupo 3 em 155,81% e 103,27%, quando
comparado ao Grupo 1 e Grupo 2, respectivamente, enquanto que o G4 apresentou uma
reducdo de 57,00% ao comparar com G3. No que diz respeito aos valores de colesterol
total, verificou-se elevacdo nos grupos 2, 3 e 4 de 58,50%, 43,59%, 19,70%,
respectivamente, em relagdo ao G1. No colesterol HDL, visualizou-se aumento nos
Grupos 2 e 3, quando comparado ao G1, enquanto que o G4 apresentou niveis inferiores
guando comparado ao Grupo 2.

O efeito da ingestdo de proteinas e lipideos sobre a glicose depende das
quantidades consumidas e do equilibrio entre os nutrientes ingeridos. Os macronutrientes
supracitados podem ser convertidos em glicose, gerando efeitos negativos sobre o indice
glicémico. A proteina pode estimular a secre¢do de glucagon, promovendo a liberagdo

hepatica de glicose, elevando os niveis glicémicos (SBD, 2018). Acredita-se que esse



mecanismo tenha ocorrido no presente estudo, visto que a glicose se elevou apenas no
grupo que recebeu racdo hipercaldrica concomitante a proteina do soro do leite, por 16
semanas. A presenca do amendoim na constituicdo da racdo hipercaldrica, que possui
fitoesterois bem como elevada concentracdo de acidos graxos monoinsaturados (SEBEI
et.al., 2013), pode justificar o aumento do colesterol HDL observado nos demais grupos,

exceto no que recebeu ragdo padrao.
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Figura 2. Niveis plasmaticos de glicose ap6s ingestéo da racdo hipercaldrica, racao hipercal6rica
acrescida de proteina do soro do leite ou racdo padrdo, ap6s 16 semanas. Grupo 1: racdo padrédo,
Grupo 2: ragdo hipercalorica, Grupo 3: ragdo hipercalorica + proteina do soro do leite 15%
concomitante, Grupo 4: ragdo hipercal6rica e, apds 12 semanas, racéo hipercaldrica + proteina do
soro do leite 15%, a: p<0,05 em relagdo ao G1, b: p<0,05 em relagéo ao G2, ¢: p<0,05 em relacdo
ao G3. Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M. (ANOVA-Turkey).
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Figura 3. Niveis plasmaticos de colesterol total ap6s ingestdo da racdo hipercal6rica, racdo
hipercalérica acrescida de proteina do soro do leite ou ragdo padrdo, apds 16 semanas. Grupo 1:
racdo padrdo, Grupo 2: ragdo hipercalorica, Grupo 3: ragéo hipercalérica + proteina do soro do
leite 15% concomitante, Grupo 4: racao hipercaldrica e, ap6s 12 semanas, ragdo hipercal6rica +
proteina do soro do leite 15%, a: p<0,05 em relacdo ao G1, b: p<0,05 em relacdo ao G2. Os
resultados estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA-Turkey).
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Figura 4. Niveis plasmaticos de colesterol HDL apds ingestdo da ragdo hipercaldrica, racao
hipercaldrica acrescida de proteina do soro do leite ou ragdo padrao, ap6s 16 semanas. Grupo 1:
racdo padrdo, Grupo 2: ragdo hipercalorica, Grupo 3: racdo hipercaldrica + proteina do soro do
leite 15% concomitante, Grupo 4: racdo hipercalérica e, ap6s 12 semanas, racao hipercal6rica +
proteina do soro do leite 15%, a: p<0,05 em relagdo ao G1, b: p<0,05 em relacdo ao G2. Os
resultados estdo expressos como meédia £ E.P.M. (ANOVA-Turkey).

Em relacdo a funcdo hepética, ndo foram observadas diferencas significativas nas
atividades enzimaticas da AST e ALT que foram utilizadas na investigacdo da fungéo
hepatica, demonstrando que a ingestdo da racdo hipercalorica associada ou ndo a PSL

15% n&do promoveu alteracdo hepatocelular nas concentragdes e periodos estudados.



Verificou-se um aumento nos valores de proteinas totais (figura 5) e albumina
(figura 6) nos grupos G2 e G3 quando comparados ao G1. Estudos afirmam que o whey
protein tém répida digestdo e absorcdo intestinal, o que proporciona elevacdo da
concentracdo de aminoacidos no plasma, que, por sua vez, estimula a sintese proteica
(CARRILHO, 2013). Portanto, os dados da literatura corroboram com os achados do

presente trabalho.
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Figura 5. Niveis plasméticos proteinas totais apds ingestdo da racdo hipercalorica, racéo
hipercalorica acrescida de proteina do soro do leite ou ragdo padrao, ap6s 16 semanas. Grupo 1:
racdo padrdo, Grupo 2: ragdo hipercalorica, Grupo 3: racéo hipercalorica + proteina do soro do
leite 15% concomitante, Grupo 4: racdo hipercaldrica e, ap6s 12 semanas, ragdo hipercalorica +
proteina do soro do leite 15%, a: p<0,05 em relagdo ao G1, b: p<0,05 em relagdo ao G2, c: p<0,05
em relacdo ao G3. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA-Turkey).
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Figura 6. Niveis plasmaticos de albumina apds ingestdo da racdo hipercalérica, racdo
hipercaldrica acrescida de proteina do soro do leite ou ragdo padréo, apos 16 semanas. Grupo 1:
racao padrdo, Grupo 2: racdo hipercalorica, Grupo 3: racdo hipercal6rica + proteina do soro do
leite 15% concomitante, Grupo 4: racdo hipercaldrica e, ap6s 12 semanas, racdo hipercal6rica +
proteina do soro do leite 15%, a: p<0,05 em relacdo ao G1, b: p<0,05 em relacdo ao G2, c: p<0,05
em relagdo ao G3. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA-Turkey).

No que diz respeito a funcéo renal, avaliaram-se 0s niveis de ureia e creatinina.
Apenas os niveis de ureia foram alterados (figura 7), de forma que os grupos 2, 3 e 4

apresentaram valores reduzidos em 27,25%, 33,23% e 25,86%, respectivamente, desse



parametro em relacdo ao G1. A ureia € produzida no figado, sendo oriunda do catabolismo
das proteinas (BURTIS, 2016). Mesmo com o aumento do aporte proteico, os niveis de
ureia mostraram-se reduzidos, podendo sugerir que tenha ocorrido alguma alteragdo no

mecanismo hepatico de sintese da ureia.

601
a
g’ 40 - a
> I
E
o
D 20-
oD
0_

T
Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4

Figura 7. Niveis plasmaticos ureia ap6s ingestdo da racdo hipercalérica, ragdo hipercal6rica
acrescida de proteina do soro do leite ou racdo padrdo, ap6s 16 semanas. Grupo 1: racao padrédo,
Grupo 2: ragdo hipercalorica, Grupo 3: racdo hipercalorica + proteina do soro do leite 15%
concomitante, Grupo 4: ragdo hipercaldrica e, apds 12 semanas, racédo hipercaldrica + proteina do
soro do leite 15%, a: p<0,05 em relacdo ao G1. Os resultados estdo expressos como média +
E.P.M. (ANOVA-Turkey).

Observaram-se alteracdes de peso no figado (figura 9) e na gordura abdominal
(figura 8). A gordura abdominal dos animais dos grupos 2, 3 e 4, elevou de forma
significativa em 163,39%, 227,94% e 125,48%, respectivamente, ao comparar com G1.
Dessa forma, pode-se inferir que a ingestdo da racdo hipercal6rica aumenta a gordura
abdominal dos animais em 16 semanas, demonstrando o sucesso da realizacdo do
protocolo. Além disso, a ingestdo de PSL 15% seja de forma concomitante a indugédo da
obesidade (G3), ou ingerida apos a inducdo da obesidade (G4), nao foi capaz de impedir
0 acumulo de gordura, no periodo avaliado.

O G3 apresentou aumento do peso do figado comparado com G1 e G2, bem como
foi o grupo que teve maiores valores de gordura abdominal, peso corpéreo e glicose.
Pode-se sugerir que o aumento de glicose plasmatica tenha promovido a ativacdo da
glicogénese (acimulo de glicogénio no figado) bem como a conversdo de glicose em
gordura para posterior armazenamento tanto no tecido adiposo como no figado. Os
mecanismos descritos podem estar correlacionados com o0 aumento de peso observado no
figado do G3.
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Figura 8. Peso da gordura abdominal (g) apds ingestdo da racéo hipercal6rica, racdo hipercalorica
acrescida de proteina do soro do leite ou racdo padrdo, ap6s 16 semanas. Grupo 1: racdo padréo,
Grupo 2: racdo hipercaldrica, Grupo 3: racdo hipercalérica + proteina do soro do leite 15%
concomitante, Grupo 4: ragdo hipercal6rica e, apds 12 semanas, racdo hipercaldrica + proteina do
soro do leite 15%, a: p<0,05 em relacéo ao G1, b: p<0,05 em relagdo ao G2, c: p<0,05 em relagdo
ao G3. Os resultados estdo expressos como média £ E.P.M. (ANOVA-Turkey).
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Figura 9. Peso do figado (g) apds ingestéo da racéo hipercaldrica, racéo hipercalérica acrescida
de proteina do soro do leite ou racdo padrédo, apds 16 semanas. Grupo 1: racdo padrdo, Grupo 2:
racao hipercaldrica, Grupo 3: racdo hipercaldrica + proteina do soro do leite 15% concomitante,
Grupo 4: racdo hipercaldrica e, ap6s 12 semanas, ragdo hipercaldrica + proteina do soro do leite
15%, a: p<0,05 em relagdo ao G1, b: p<0,05 em relagdo ao G2, c: p<0,05 em relagdo ao G3. Os
resultados estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA-Turkey).

Na literatura tem descrito que o whey protein, também conhecida como proteina
do soro do leite, apresenta vantagem sobre a reducéo de gordura corporal, pelo fato de ser
rico em calcio. Quando aumentado na dieta, o célcio reduz as concentracfes de hormonios
calcitrépicos, que, em altas concentragdes, estimula a transferéncia de célcio para os
adipdcitos, o que proporciona lipogénese e reducéo da lipolise. Portanto, a supressdo dos
horménios calcitropicos, mediada pelo calcio dietético, pode ajudar a reduzir a deposicao
de gorduras nos tecidos adiposos (TERADA et al., 2009). Esses achados ndo corroboram

com os do presente estudo, possivelmente devido aos animais estarem fazendo o uso de



racao hipercaldrica. Assim, destaca-se que a ingestdo da PSL associada a uma dieta
hipercalorica pode vir a promover efeitos diferentes dos encontrados na literatura no que
diz respeito & gordura abdominal e ganho de peso corporeo.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados demonstrados, verifica-se que a proteina do soro do
leite adicionada a racéo hipercaldrica na concentracéo e periodo estudado, proporcionou
alteracdes significativas na glicose, colesterol total, colesterol HDL, ureia, proteinas totais
e albumina. Além disso, visualizou-se alteracdes no peso do figado e gordura abdominal.
Os resultados sugerem que mais estudos devem ser realizados com esse suplemento
alimentar para avaliar os possiveis riscos associados ao seu uso em individuos obesos e

sedentarios.
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APENDICE

Tabela dos parametros bioquimicos analisados apds ingestdo da racdo hipercalorica,
racdo hipercaldrica acrescida de proteina do soro do leite ou racdo padrdo, ap6s 16
semanas. Grupo 1: racdo padrdo, Grupo 2: racdo hipercalorica, Grupo 3: racgdo
hipercaldrica + proteina do soro do leite 15% concomitante, Grupo 4: racao hipercalérica
e, apos 12 semanas, racdo hipercaldrica + proteina do soro do leite 15%. Os resultados
estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA-Turkey).

Grupos experimentais
Parametros
bioquimicos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Média + E.P.M. | Média + E.P.M. | Média + E.P.M. | Média + E.P.M.
Glicose (mg/dL) 177,2+£7,92 223,0+ 1591 | 453,3+63,40 195,0 £ 14,17
Colesterol Total
138,1 + 6,22 218,9+ 10,84 198,3 + 10,33 165,3+ 12,74
(mg/dL)
Colesterol HDL
102,4 + 2,65 140,5 + 3,57 129,8 + 4,52 116,9+ 7,01
(mg/dL)
Triglicerideos
136,3 + 15,25 116,2 + 25,43 125,2 + 13,45 118,3 + 16,18
(mg/dL)
Ureia (mg/dL) 54,1 + 2,39 39,38+ 1,35 36,14 + 2,65 40,13+ 1,81
Creatinina (mg/dL) 0,28 + 0,010 0,30 + 0,008 0,32 £ 0,016 0,31 + 0,008
Acido arico (mg/dL) 0,72 +£ 0,06 0,76 £ 0,24 0,73 +0,04 0,74+0,14
AST (U/L) 92,2 + 6,80 88,3 + 5,68 97,8 + 8,23 94,6 + 7,05
ALT (U/L) 43,8 + 4,69 34,38 + 4,20 51,33+ 7,59 42,57 + 7,03
Proteinas Totais
5,03+ 0,05 5,42 + 0,08 557 +0,13 503+0,11
(g/dL)
Albumina (g/dL) 2,33+0,02 2,49 + 0,02 2,50 £ 0,02 2,35+ 0,06




