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Resumo

Durante o exercicio fisico do treinamento esportivo, a demanda energética é aumentada
exigindo adaptagdes no metabolismo. O objetivo foi estudar as respostas dos
biomarcadores plasméticos de lesdo hepatica em ratos com treinamento resistido com
suplementacdo de amoénia. Nos resultados, a ALT do grupo GA aumentou 17% comparado
com o controle, e diminuiu 38% e 18% dos grupos GCT e GAT, respectivamente. Ja a AST
do grupo GA e GAT aumentou 285% e 57% respectivamente, e diminuiu 9% no grupo
GCT quando comparados ao controle. Assim, as enzimas transaminase S80 possiveis
indicadores sensiveis de dano hepatico.
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Introducéo

Durante o exercicio fisico, a demanda energética é aumentada exigindo adaptacdes
no metabolismo, e desta forma o metabolismo durante o exercicio passa a ser uma
ferramenta para a compreensao de diversas modificacdes metabdlicas.

A formacio da aménia (NHs + NH;") ocorre durante a sintese de adenosina 5°-
trifosfato (ATP) a partir de adenosina 5’-difosfato (ADP) pela atividade da mioquinase;
durante a utilizacdo de aminodcidos (AA) como doadores de esqueletos de carbono
(desaminacdo e/ou transaminacdo); e pela microbia entérica. Sendo a amdnia toxica para
os mamiferos, o figado responde rapidamente a elevagéo dos niveis de amonia aumentando
a velocidade do ciclo da uréia e sintetizando glutamina a partir de glutamato, sendo o
principal érgéo de eliminagdo do metabdlito.

Os aminoacidos na celula muscular podem ceder o grupamento amina a um
cetoacido ou glutamato produzindo AAs ou glutamina, que sdo exportadas pela corrente
sanglinea e novamente desaminadas no figado, onde seu esqueleto de carbono pode servir
como agente neoglicogénico e seu grupamento amina excretado. Durante a atividade fisica
a amonemia pode aumentar em até 400% acima dos valores considerados normais para o
individuo sadio em repouso (Wilkinson et al., 2010).

Estudos tém sugerido que a producdo de amdnia durante o exercicio submaximo
ocorre pela quebra da adenosina 5’-monofosfato (AMP), em uma das etapas do ciclo das
purinas nucleotideos. Nessa etapa 0 AMP é desaminado pela AMP deaminase produzindo
inosina 5’-monofosfato (IMP) e am6nia. Em alguns casos 0 processo anaplerdtico pode
gerar diretamente aménia e esta é exportada via corrente sanglinea (Hellsten et al., 1999).

Tem sido descrito que a alta concentracdo de amonia induzida pelo exercicio fisico
pode gerar distdrbios momentaneos no funcionamento do sistema nervoso central (CNS)
semelhantes aqueles encontrados em fases iniciais de diversas doengas relacionadas a
hiperamonemia e/ou doencas neuro-degenerativas (Nybo, 2010; Nybo et al., 2005).

A desintoxicacdo da amodnia é interrompida quando ha faléncia hepatica ou em
deficiéncias congénitas nas enzimas do ciclo de uréia. Durante a faléncia hepatica, a
hiperamonemia e as funcbes cerebrais deterioram levando ao aparecimento de
encefalopatia hepatica (Albrecht e Jones, 2000).

Os exercicios fisicos prolongados tém efeitos marcantes no balanco de amonia
cerebral, suportando a no¢do de que o acumulo de amdnia no cérebro pode provocar
fadiga, especialmente quando individuos ndo treinados praticam exercicio por um periodo
prolongado sem suplementacdo de glicose (Nybo et al., 2005; Nybo e Secher, 2004).

As alteracbes na performance do atleta devido a diminuicdo do rendimento
muscular podem estar associados ao surgimento da fadiga. Dois mecanismos de resposta
relacionados ao aumento das concentragdes de aménia tém sido postulados como
responsaveis pelo surgimento da fadiga: 1) a elevagdo da sintese de glutamina como
sistema de desintoxicagdo provocando o desequilibrio do pool de neurotransmissores e 2) a
alteracdo do metabolismo energético do conjunto neurbnios pré-sinaptico/pos-sinaptico-
astrocito, provocando a diminuicdo da capacidade regenerativa do ATP (Hellsten et al.,
1999; Wilkinson et al., 2010; Hilgier et al., 2009). Baseado nestas hipdteses é possivel
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postular que um exercicio fisico intenso e prolongado seja capaz de induzir um estado
toxico de amonemia agudo e sub-clinico. Este estado pode ser suficientemente severo a
regides criticas do CNS para afetar a continuidade de uma atividade coordenada.

E proposto que a producio de amodnia relacionada ao exercicio fisico pode ser um
fator responsavel pela diminuicdo da capacidade cognitiva/fisica em atletas saudaveis e
afeta o processo de continuidade do exercicio, podendo prejudicar os resultados finais em
um esporte olimpico.

Objetivo

Estudar as respostas dos biomarcadores plasmaticos de lesdo hepética (aspartato
aminotransferase — AST e alanina aspartato aminotransferase — ALT) em ratos com
treinamento resistido com suplementacao de amdnia.

Material e Métodos

e Animais

Vinte e quatro ratos Wistar (Rattus norvegicus) foram utilizados neste estudo, com
idade inicial de 10 semanas e peso médio de 276 + 17 g. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais com temperatura mantida a 22°C e em ciclo de claro-escuro (7:00 a.m.
luz e as 7:00 p.m. escuro). Os ratos receberam alimentos e agua ad libitum.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro e esta de acordo com o Guia de principios para
pesquisa envolvendo animais e seres humanos da The American Physiological Society.

e Adaptacdo dos animais
Para o experimento utilizou-se os procedimentos para manter o bem-estar dos
animais. Foram escolhidos apenas trés pesquisadores para o transporte entre salas e
manipulagdo de animais. Os pesquisadores ndo podiam falar uns com o0s outros e nem usar
qualquer tipo de perfume durante o experimento. Estas adaptacfes dos animais foram
feitas para diminuir as respostas odor-alarme e para minimizar o estresse induzidos aos
animais (Burn, 2008; Mackay-Sim, 1979).

e Preparacao e administracao das solucdes de suplementacao

Os animais foram divididos em quatro grupos com 6 animais para o treinamento do
exercicio fisico e para a suplementacdo de amodnia que foi injetada intraperitoneal. A
divisdo dos grupos foi: 1) GC: Grupo que sé recebeu a suplementacdo de cloreto de sddio
[0,9%] e ndo treinou; 2) GA: Grupo que sO recebeu a suplementacdo de amdnia
[0,2dmmol/g] e ndo treinou; 3) GCT: Grupo que recebeu suplementacdo de cloreto de sédio
[0,9%] e realizou o treinamento do exercicio fisico; e 4) GAT: Grupo que recebeu a
suplementacdo de amdnia [0,1mmol/g] e realizou o treinamento do exercicio fisico.

e Protocolo de treinamento com exercicio fisico resistido
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Todos os animais dos grupos GTA e GTC realizaram uma semana de exercicios
para a familiarizagdo com aparelho de agachamento guiado e o eletroestimulator, ambos
adaptados do equipamento apresentado por Tamaki e colaboradores (1992). Por fim, os
animais dos grupos GTA e GTC realizaram um conjunto de 15 repeticdes com carga de
trabalho de 300% do seu peso corporal por dia durante trés dias.

e Coleta do material bioldgico
Os animais foram eutanasiados por decaptacdo na guilhotina e o sangue coletado
em tubo com heparina (Vacuette, Greiner Bio-One — Germany), centrifugado (3,000 x g;
10 minutos), aliquotado e armazenado em freezer -80°C até a analise.
As analises foram feitas automaticamente pelo analisador bioguimico ADVIA®
1200 Chemistry System (Siemens — USA) e o método utilizado para a anélise dos
biomarcadores foi 0 enzimatico.

e Anélise estatistica
Todos os dados estdo representados em valores normalizados em relacdo aos
valores do grupo GC (100%).

Resultados e Conclusdes

As enzimas transaminase, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), sdo indicadores sensiveis de dano hepéatico sendo liberadas no
sangue em grandes quantidades quando hd dano a membrana do hepatocito. Nos
experimentos em seres humanos submetidos a exercicios fisico de curta duracdo, ambas as
enzimas, ALT e AST, aumentaram no final do protocolo de exercicio fisico escolhido.
Uma possivel explicacdo para estas alteracdes estdo relacionadas a diversos fatores, dentre
eles: temperatura, altitude e a intensidade do exercicio (Kim et al., 2007; Wu et al., 2004).

A intensidade do protocolo de exercicio fisico escolhido nesse estudo pode ter sido
um dos fatores para também ter apresentado as mesmas modificacbes em ambas as
enzimas transaminases. No grafico abaixo, podemos observar que a ALT do grupo GA
aumentou 17% comparado com o controle, e diminuiu 38% e 18% dos grupos GCT e
GAT, respectivamente, quando comparado com o controle. Ja, a AST do grupo GA e GAT
aumentou 285% e 57% respectivamente quando comparados ao controle, e diminuiu 9%
no grupo GCT comparado com o controle. Ainda ndo esta claro do porque e nem como
ocorreu lesbes no hepatdcito provocados pelo exercicio fisico realizado. No entanto, nosso
resultado pode indicar possiveis lesdes sinalizadas de forma sistémica através destas
enzimas plasmaticas.
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Kilgore e colaboradores (2002) estudaram a relacdo de seis semanas de exercicio
fisico intenso em seres humanos. Eles demonstraram gque algumas modificacdes ocorreram
em alguns biomarcadores plasmaticos, dentre eles: ALT (428%) e AST (440%) apds este
periodo. Os resultados encontrados com estudo em ratos submetidos a sessdo aguda de
exercicio intenso podem também sofrer as alteracGes enzimaticas.

Nos estudos com atletas submetidos a corrida acima de 246 km encontraram
alteracbes em ambas as enzimas, AST (4824%) e ALT (1320%), imediatamente apds a
corrida comparados com 0s respectivos valores basais. Estas alteracfes estdo diretamente
relacionadas a lesGes hepéaticas e musculares (Skenderi et al., 2006). Poucos trabalhos
enfatizaram o estudo destas enzimas em ratos submetidos ao exercicio fisico. Nossos
resultados corroboram com estes resultados em seres humanos e atletas indicando que o
protocolo de exercicio fisico foi capaz de aumentar estas varidveis atribuidas a lesfes
hepaéticas.

Sobre a suplementacdo de amdnia pouco se sabe. O aumento de 17% da ALT no
grupo GA sugere uma possivel modificacdo no hepatocito através da enzima alanina
aminotransferase mensurada no plasma ap6s a suplementacdo de aménia. As reducdes nos
niveis plasmaticas de ALT nos grupos GCT (38%) e GAT (18%) podem ter minimizado o
impacto da suplementacdo de amonia pelo exercicio fisico. Isto sugere um possivel efeito
protetor acentuado pelo exercicio fisico. Entretanto, as vias metabdlicas deste processo
ainda ndo estdo completamente elucidadas, futuros trabalhos s&o necessarios para o
entendimento deste processo.
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