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RESUMO

Introducao: Atualmente, o uso dos aminodcidos de cadeia ramificada
em dietas ergogénicas é indicado pelo seu potencial de aumentar o ganho
de massa muscular em atletas e frequentadores de academias, estimular a
secrecdo de insulina, reduzir a fadiga pés-exercicio e diminuir o grau de
lesdo muscular.

Objetivos: Avaliar os efeitos morfolégicos e funcionais renais decorrentes
do seu uso em ratos.

Método: Foram estudados 24 ratos Wistar machos, distribuidos em grupo
controle (n=12), que recebeu uma dose didria de 1 ml de dgua, e grupo
estudo (n=12), que recebeu uma dose didria de 1 ml de solucdo em dgua
contendo aminodécidos de cadeia ramificada. O experimento teve duracéo
de 120 dias, sendo avaliada a funcéo renal a cada 60 dias por meio da
dosagem sérica de creatinina e ureia. Ao final do estudo, os animais foram
submetidos & eutandsia e seus rins coletados para andlise histopatolégica.

Resultados: N&o foram observadas diferencas (p<0,05) entre os grupos
com relacdo aos pardmetros bioquimicos, como também né&o foram
visualizadas alteracdes morfolégicas ao exame histopatolégico.
Conclusdo: O uso de aminodcidos de cadeia ramificada na dose de 154
mg/kg/dia, durante 4 meses, ndo provocou alteracdes morfolégicas e
funcionais renais em ratos sauddveis.

PALAVRAS-CHAVE: Aminodcidos de cadeia ramificada. Metabolismo
rins. Suplementacéo alimentar.

INTRODUCAO

termo aminodcidos de cadeia ramificada com cirrose hepdtica, insuficiéncia renal crénica, sepse,

(AACR) refere-se & leucina, isoleucina

e valina. Eles compdem 50% dos
aminodcidos essenciais e, portanto, devem ser ingeridos
por meio da dieta. Esses micronutrientes representam
35% de toda a proteina muscular. Além disso, estimulam
- especialmente a leucina - a traducdo do RNA-
mensageiro em proteinas por meio da ativacdo do alvo
da rapamicina em mamiferos (mTOR). Os AACR servem
ainda como fonte de nitrogénio para a formacdo de
outros aminodcidos.

Atualmente, o seu uso em dietas ergogénicas é
indicado pelo seu potencial de aumentar o ganho
de massa muscular em atletas e frequentadores de
academias, estimular a secrecdo de insuling, reduzir
a fadiga pés-exercicio e diminuir o grau de lesdo
muscular!. Além disso, a suplementacéo com eles pode
apresentar efeitos benéficos no tratamento de pacientes

céncer, trauma e queimaduras.

Apesar de seus possiveis efeitos benéficos, a
Universidade Americana de Medicina Esportiva e
as Associacdes Dietéticas Canadense e Americana
recomendam apenas dieta didria  balanceada
durante atividades fisicas, sem a necessidade de
suplementacdo alimentar. Ademais, os efeitos adversos
do uso prolongado dos AACR no metabolismo néo
sdo bem definidos na literatura, bem como a sua
dose recomendada4. Outro ponto a se considerar
é a influéncia do consumo deles na glicemia, pois,
apesar do efeito sinérgico entre os AACR e a insulina
no crescimento muscular, estudos demostram que niveis
elevados desses aminodcidos estdo relacionados com
o aumento no risco de diabete tipo 2.7“ Além disso, seu
uso em ratos com faléncia renal crénica, parece estar
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relacionado com aumento dos niveis de marcadores
pré-inflamatérios e de fibrose no tecido renal.

Apesar dos possiveis efeitos benéficos dos AACR
nas situacdes descritas, faltam estudos para avaliar
os possiveis efeitos deletérios da sua suplementacéo.
O rim, envolvido na metabolizacdo inicial dos AACR,
pode apresentar sobrecarga metabélica e evoluir com
alteracées morfolégicas e funcionais em longo prazo.

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos
morfoldgicos e funcionais renais decorrentes do uso de
AACR em ratos.

METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as
normas técnicas de pesquisa e experimentacdo animal
e com a Lei 11.794, de 8 outubro de 2008. O estudo foi
submetido & aprovacdo do Comité de Etica no Uso de
Animais da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parané
sob o nimero 1435/2019.

Foram estudados 24 ratos machos da espécie Rattus
novergicus, cepa Wistar, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina, com 2 meses
de idade e peso superior a 350 g. Foram mantidos no
biotério da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parang,
Curitiba, PR, Brasil, sob o ciclo de luz e escuro a cada 12
h, onde receberam racdo comercial para ratos (Nuvilab
- Nuvital®) e dgua & vontade. Foram distribuidos
aleatoriamente em gaiolas compartilhadas, com 3
animais por gaiola. Eles permaneceram em periodo de
adaptacdo e observacdo do estado de satde durante
20 dias precedentes ao inicio da pesquisa, que durou
120 dias. Durante o estudo, foram avaliados diariamente
quanto ao apetite, fezes urina, estado de alerta e
peso. Nd&o houve perdas e nenhum animal apresentou
complicagdes clinicas durante o experimento.

Os 24 ratos foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos (n=12). No grupo controle (GC), cada um
recebeu 1 ml de dgua por dia, por meio de gavagem.
J& os animais do grupo estudo (GE), receberam 1 ml,
por dia, de uma solucdo aquosa contendo AACR, pelo
mesmo método, na dose de 154 mg/kg.

Durante todo o estudo, foi utilizada a mesma marca
de AACR na proporcédo de 2:1:1 de leucing, isoleucina
e valing, respectivamente. Para a preparacéo das doses
diérias, foi utilizada balanca de precisdo Analitica
AG200-Gehaka®. Foi mensurado e separado em
recipientes, 646,8 mg do suplemento, que equivale a
dose total didria para os 12 animais. Esse processo foi
repetido 120 vezes, correspondente ao total de 120
dias do experimento. A cada dia foi utilizado um dos
recipientes contendo 646,8 mg de AACR. No momento
da administracdo do suplemento a dose foi diluida em 12
ml de dgua utilizando pipeta. Com a solugdo preparada
foi utilizada seringa de 1 ml para administrar a solucéo
para cada animal do GE por gavagem.

Durante o periodo de acompanhamento, foram
realizados exames hematolégicos para avaliacdo da
funcdo renal, por meio de afericdo de creatinina e ureia
séricas. Para tanto, foram coletadas amostras de sangue,
mediante puncdo na veia jugular. Foram realizadas 3

coletas de sangue durante todo o experimento no 1°,
60° e 120° dia.

No final, os animais foram submetidos a eutanésia por
overdose anestésica de isoflurano via inalatéria em dose
3 vezes maior que a utilizada para sedacdo (3-5%), e
foram descartados de acordo com a rotina do biotério. Os
rins de todos os animais foram removidos e encaminhados
para confeccdo de laminas e andlise do laboratério de
anatomopatologia. As pecas anatémicas foram fixadas
em formaldeido 10% e preparadas seguindo as técnicas
histolégicas de rofina. As l&minas foram preparadas com
cortes de 4 um e coradas com H&E.

Para verificacdo das hipéteses relacionadas com o
aumento do metabolismo do rim pelo uso de AACR, na
andlise histoldgica, foram consideradas a presenca de
hipertrofia glomerular e das estruturas do néfron, como
esclerose glomerular, hialinose, degeneracdo hialing,
hialinose arteriolar e lesdes de Kimmelstiel-Wilson.

Andlise estatistica

Os resultados dos parametros bioquimicos foram
descritos por médias, desvios-padrdo, medianag, valores
minimos e mdximos. Para varidveis categéricas foram
apresentados frequéncias e percentuais. A comparacdo
dos grupos controle e estudo, em relacdo as varidveis
do estudo, foi feito usando-se o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney. Para a comparacdo das avaliacdes dos
dias 0, 60 e 120, dentro de cada grupo, foi usado o teste
ndo-paramétrico de Friedman. A condi¢éo de normalidade
das varidveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Para
as comparacdes miltiplas dos tempos de avaliacdo os
valores de p foram corrigidos por Bonferroni. Os dados
foram analisados com o programa computacional IBM
SPSS Statistics v.20.0- Armonk, NY: IBM Corp.

RESULTADOS

Em relacdo aos valores de ureia, considerando o
valor normal de referéncia de 11,4 a 19,30 mg/d|, tanto
o GC quanto o GE apresentaram médias superiores aos
valores de normalidade. Foi observada diferenca entre os
2 grupos somente no momento D60 (p=0,014, Figura 1)
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FIGURA 1 - Representacdo da evolucdo da ureia grupo estudo x gru-
po controle

Quanto a creatinina, considerando o valor normal
de referéncia de 0,2 a 0,8 mg/dl, ndo houve diferenca
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entre os grupos em fodos os momentos avaliados (p
>0,05, Figura 2)
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FIGURA 2 - Representacéo da evolucéo de creatinina grupo estudo
x grupo controle

Ap6s andlise das laminas histolégicas confeccionadas
ndo foram observadas quaisquer alteraces tanto focais
como globais em ambos os grupos. Os érgéos apresentavam
morfologias anatémicas e ndo possuiam diferencas
significativas entre o grupo controle e estudo (Figura 3).

FIGURA 3 - Corte histolégico de rim de um animal do grupo estudo,
com aspectos normais (H&E 40x)

DISCUSSAO

Os AACR, leucing, isoleucina e valina, compdem
um grupo de aminodcidos essenciais com propriedades
ergogénicas, infimamente relacionados com o aumento
da sintese proteica muscular. Devido a isso, ganharam
destaque entre esportistas que buscam melhora do
desempenho fisico.

Ademais, as propriedades proteinogénicas delas,
despertaram o interesse da comunidade cientifica,
que busca entender o papel desses nutrientes como
suplementacéo alimentar em doencas que cursam com
protedlise e perda de massa muscular. Além disso, buscam
compreender de maneira integral a relacdo dos AACR
com os diversos sistemas do organismo humano e os
possiveis prejuizos associados & sua metabolizacéo.

Sabe-se, que os AACR passam por processo de
transaminacdo inicial no rim e sistema musculoesquelético

mediado pela enzima ATACR. Em seguida, sofrem
acdo do complexo enzimdtico DCCR, que possui acdo
predominante no figado. Apés a segunda reacdo o
produto de cada aminodcido passa por vias finais
diferentes. O aumento da sintese proteica fica & cargo
da leucing, responsdvel por ativar o complexo mTOR,
induzindo a transcricdo de RNAm em proteinas.

Estudos mostram que grande parte dos frequentadores
de academias usam algum tipo de suplementacdo e que
esta geralmente ndo é acompanhada profissionalmente.
Além disso, a escolha e dosagem destes suplementos é
feita de forma empirica, sem respaldo cientifico. "~

Trabalhos mostram que aumento proteico na dietq,
além do recomendado diariamente, ndo melhora o
ganho muscular e a funcéo fisica geral. Existe relacdo
entre a secrecdo alterada de insulina e glucagon e dietas
hiperproteicas, revelando possivel via patogénica para o
surgimento de diabete melito ou disfuncdes no metabolismo
da glicose. ”

No presente estudo, ndo houve diferenca entre os
grupos em relacdo aos valores de creatinina. J& em relacdo
a ureig, houve diferencas significativa somente no D60,
porém que ndo se mantiveram em D120. E possivel que
tenha ocorrido sobrecarga renal devido & suplementacéo
com AACR aos 60 dias; porém, devido & alta capacidade
de adaptacéo das células renais, esses valores podem ter
se normalizado posteriormente. Né&o existe na literatura
estudos experimentais que correlacionem funcdo renal
com a suplementacdo por AACR. Sabe-se, no entanto, que
o rim, como forma compensatéria, é capaz de aumentar
a taxa de filtracdo glomerular e o fluxo plasmdtico renal
quando submetido & dieta hiperproteica. Por conta desses
mecanismos, possivelmente, o 6rgdo néo sofreu alteracées
funcionais em funcdo do excesso metabdlico de AACR.”

Quanto as diferencas entre os momentos de avaliacéo,
ambos os grupos apresentaram aumento dos valores de
creatinina e ureia no decorrer do estudo, porém sem
diferenca entre eles. Esse aumento nos marcadores de
funcdo renal pode ter ocorrido devido & falta de jejum de
pelo menos oito horas antes da coleta. Sabe-se que os
valores de ureia sérica sdo muito sensiveis a dieta sofrendo
alteracdes de acordo com o fipo e hordrio de alimento
consumido. Além disso, ocorre aumento fisiolégico nos
valores de creatinina e ureia proporcional ao ganho de
peso e massa muscular. O fato de essa diferenca ndo ser
significativa entre os dois grupos, mostra que essa elevacdo
foi constante e ndo modificada pela dieta hiperproteica.”

Nao foram encontradas alteracdes morfoldgicas nos
rins do grupo estudo e controle. Esses dados sugerem
que a suplementacdo com AACR durante 4 meses, na
dose utilizada neste estudo, ndo cause alteracdes no
parénquima renal, visiveis na coloracdo por H&E.

Esse resultado ndo corrobora outros estudos
experimentais em condicdes semelhantes. Em estudo
realizado com ratos com taxas de filtracdo glomerular
reduzida, evidenciou-se, por imunoistoquimica, aumento
dos marcadores de fibrose tecidual, como alfa actina de
tecido muscular liso, decorrentes da suplementacéo com
AACR.” A avaliacdo imunoistoquimica é mais sensivel que
o estudo por H&E e defecta alteracdes morfolégicas mais
precocemente. Isso pode explicar a razéo de n&o terem
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sido encontradas alteracdes histolégicas no presente
estudo, jG que foi realizada apenas andlise por H&E.
Além disso, é possivel que a dose utilizada tenha sido
insuficiente para causar lesdes no parénquima renal de
animais sauddveis durante o tempo avaliado. Porém, no
referido artigo foi estudado o efeito da suplementacdo
de AACR em animais j& submetidos a nefrectomia parcial
de 5/6. Portanto, os animais estudados ndo possuiam 2
rins funcionais, tornando-os mais sensiveis a fatores que
causem sobrecarga renal.

Os resultados demonstram que no decorrer de 120 dias
de administracdo didria de AACR, alteracdes bioquimicas
e morfolégicas ndo puderam ser comprovadas em ratos
em condicdes fisioldgicas. Atribuimos a auséncia de
evidéncias a fatores como dose e posologia, tempo de
estudo e metodologia utilizada.

Deve-se ressaltar que ndo é consenso na literatura a
dose ideal, bem como a posologia de administracdo dos
AACR. Nessa pesquisa, foi levado em consideracdo um
estudo experimental que aponta a dose minima efetiva
para aumento plasmdtico de AACR, um dos poucos
encontrados sobre o tema. No entanto, na préﬁcc, esse
suplemento é consumido de maneira indiscriminada e
abusiva, seja de maneira isolada ou associada com outros
produtos. O tempo de estudo deste trabalho pode ser
insuficiente, quando comparado aos atletas que fazem uso
de AACR por tempo indefinido.

Por fim, outros estudos demonstraram resultados
diferentes quando realizados com outras coloracdes e
avaliados por outros métodos.” Portanto, a administracdo
de AACR pode ter outras repercussdes com maior fempo
de estudo, dose e em outras condicées clinicas, como
demonstra a literatura. Além disso, a avaliagdo morfolégica
limitada a coloracdo H&E impossibilita a visualizacdo
de marcadores de fibrose ou outras alteracdes de nivel
molecular, impedindo andlise destes no tecido renal.

CONCLUSOES

O uso de aminodcidos de cadeia ramificada na dose de
154 mg/kg/ dia, durante 4 meses, ndo provocou alteracdes
morfolégicas e funcionais renais em ratos sauddveis.

Trabalho realizado na
'Faculdade Evangélica Mackenzie do Parand, Curitiba, PR, Brasil.
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