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RESUMO

Introducéio: O exercicio tem sido utilizado como modelo para compreender a produgdo de aménia (NH, + NH,*)
um metabdlito téxico para o sistema nervoso central. A dieta cetogénica é caracterizada pela reducéo no consumo de
carboidratos levando modificacées metabélicas para manutencéo da relacdo ATP/ADP que incluem a diminuicdo da
reserva de glicogénio, o uso de aminodécidos como fornecedores de esqueletos de carbono e aumento da b-oxidacdo
de 4cidos graxos. A producdo de aménia durante o exercicio de alta intensidade é um evento bastante estudado, po-
rém pouco se conhece deste metabolismo em exercicio de intensidade moderada. Neste estudo investigamos o meta-
bolismo de aménia durante o exercicio de intensidade moderada e longa duracéo associado & dieta cetogénica como
indutores de estresse metabdlico. Materiais e Métodos: Os atletas (n=7) foram avaliados segundo diversos para-
metros clinicos e tiveram seu consumo maximo de oxigénio (VO, ) e freqiéncia cardiaca maxima (FC
mente estimados. Os sujeitos permaneceram em dieta cetogénica nas 72h prévias ao experimento que aconteceu com
intensidade de 60% da poténcia desenvolvida no VO,_, e 70%-75% da FC_, durante 60min. Resultados: Houve
aumento de 35% da amonemia basal em resposta a dieta cetogénica. O exercicio causou elevacdo de 250% na
amonemia, coerentemente a uremia basal se elevou 60% devido & dieta cetogénica, sem mudancas em resposta ao
exercicio. O urato sérico basal se elevou 10% sem ser modificado pelo exercicio. Néo detectamos mudancas na gli-
cemia ou lactatemia durante qualquer fase do estudo. Discussé@o: Nossos achados parecem indicar que o exercicio
de intensidade moderada associado & dieta cetogénica pode ser usado como modelo para elevagdo da amonemia,
possibilitando o seu uso como indutor de estresse metabdlico para o estudo do metabolismo de aménia.
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EXERCICIO DE INTENSIDADE MODERADA E DIETA CETOGENICA

MODERATE=INTENSITY EXERCISE ASSOCIATED WITH KETOGENIC DIET. A MODEL FOR THE STUDY OF AMMONIA
METABOLISM?

ABSTRACT

Introduction: Exercise has been used as a model to study the metabolism of ammonia (NH, + NH, *), which is highly toxic to the central nervous system. A
ketogenic diet leads to several metabolic adaptations to maintain the ATP/ADP ratio, including a lack of glycogen reservoirs, the use of amino acids as carbon
skeleton donors and increased B-oxidation of fatty acids. The formation of ammonia during high-intensity exercise is well studied, but its role in moderate-
intensity exercise remains unclear. Here we investigate ammonia metabolism during moderate-infensity exercise associated with a kefogenic diet as a model
system. Materials and Methods: Athlefes (n=7) were physically evaluated and had their maximum oxygen consumption (VO, ) and heart rate (HR )
determined. The subjects remained on a ketogenic diet 72h prior to exercise. They then exercised for 60min at a power output of 60% of that at VO, , and
at 70%-75% of HR . Results: Basal ammonemia increased by 35% due to dietetic modifications, while exercise caused a 250% increase in ammonemia in
parallel with this effect. Uremia was increased by 60% due to the ketogenic diet without response fo exercise. We measured a 10% increase in serum urate that
did not change during the exercise protocol. No changes were found in glycemia or lactatemia. Discussion: Our data suggest that moderate-intensity exercise
associated with a ketogenic diet can be used fo study the increase in ammonemia and as a model to understand ammonia metabolism during metabolic stress.
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EJERCICIO DE INTENSIDAD MODERADA ASOCIADO CON LA DIETA CETOGENICA. ¢UN MODELO PARA EL ESTUDIO DEL
METABOLISMO DE AMONIACO?

RESUMEN

Introduccién: E ejercicio tiene sido usado como modelo para el estudio del metabolismo de amonio (NH, + NH,*) un mefabélico foxico para el sistema
nervioso central. La dieta cetogénica lleva a diferentes modificaciones metabélicas para la manutencién de la relacién ATP/ADP que incluyen el consumo de
las reservas de glicégeno, el uso de los esqueletos de carbono de los aminoécidos y el aumento de la b-oxidacién de los écidos grasos. La génesis del amonio
durante el ejercicio de alta infensidad es bien estudiado pero poco como acontece durante el ejercicio de intensidad moderada. En este estudio, investigamos
el mefabolismo de amonio durante el ejercicio de infensidad moderada asociado a una dieta cetogénica como modelo de estudio para el metabolismo de
amonio. Materiales y Métodos: Los atletas (n=7) fueran evaluados clinicamente y tuvieran su consumo méximo de oxigeno (VO,, , ) evaluado y su frecuencia
cardiaca (HR ) méxima determinada. Los sujetos estuvieran en dieta cetogénica por 72h antes del ejercicio que fue hecho a la intensidad de 60% da potencia
desarrollada en el VO, , y a 70%-75% de la HR , durante 60min. Resultados: La amonemia basal aumento 35% debido a las modificaciones dietéticas. El
ejercicio provoco el aumento de 250% en la amonemia. Paralelamente, la uremia subié 60% en respuesta a la diefa cetogénica sin ser modificada por el ejercicio.
Medimos un aumento de 10% en el urato sérico que no fue afectado por el protocolo de ejercicio. No hubo modificaciones en los niveles de glicemia o lactatemia
durante todo el protocolo experimental. Discusién: Nuestros datos sugieren que el ejercicio de intensidad moderada asociado a diefa cetogénica puede ser
usado para investigar el aumento de la amonemia y puede ser Uil como modelo para la comprensién del metabolismo de amonio durante el estrese metablico.

PALABRAS CLAVE

Hiperamonemia, Lactato, Urato, Sistema Nervioso Central.

reservas de glicogénio muscular resultando na diminuicéo

INTRODUCAO

Quando o incremento na contracdo muscular associada
a hidrélise de ATP excede a velocidade de sua ressintese,
hé& aumento na concentracéo intracelular de AMP O AMP é
desaminado pela AMPdeaminase produzindo inosina mono-
fosfato (IMP) e aménia (enfendida aqui como NH,, + NH,*)1.
Além disso, o aumento na concentracdo intracelular de
ADP gera aumento no fluxo de entrada de aminodcidos
no ciclo do 4cido citrico, através da desaminacdo oxidativa
produzindo aménia e cetodcidos que serdo utilizados para
a producéo de ATP e para a manutencdo da glicemia?2.

A dieta cetogénica é caracterizada pela diminuicdo
da ingestdo de carboidratos e pode levar a reducéo das

Fit Perf J. 2009 mai-jun;8(3):226-32.

do fluxo glicolitico e subsequente producéo de lactato®5:4.
Consequentemente, a dieta cetogénica aumenta a oxida-
cGo de aminoécidos, dcidos graxos e corpos cetdnicos
para a producédo de ATP

A utilizacdo da dieta cetogénica associada ao exerci-
cio aumenta a utilizacéo de aminodcidos como doadores
de esqueletos de carbono para formacdo de ATP ou
para a neoglicogénese, aumentando a concentracéo de
amédnia livre. No hepatécito, a aménia ativa a hidrélise
de glutamato, via glutamato desidrogenase formando
2-oxoglutarato e mais amédnia. Este caminho de desa-
minacdo oxidativa do glutamato é de vital importéncia
para a inferacéo das vias metabdlicas, pois aumenta a

227



BacHINI, WERNECK-DE-CASTRO, MORETZSOHN, BASSINI-CAMERON, CAMERON

6
—~ T E\i
a
= L
o
E 4
E L
[0 L
8
9 L
=]
o L
2
L \L \L \L Figura 1 - Resposta glicémica a dieta e ao
| exercicio. A dieta cetogénica e o exercicio ndo
od | | DIET 72h Exercise 60 min ‘ modificaram a glicose sanguinea.
T T 1
Do Pre Post ( \L ) coleta sanguinea
L 25
160
140 4 -
i XK
w1 8 #
< < -
© 3 boded L =
100 4 ’o‘oéi 1.5 o
E s Yo%e% £
= r Pe¥e® =
r [0
© r ele =
‘£ 804 [0 2]
[s] C (5509 T
E < L10 8
£ 60 - 1, 9
< F KX |
r 505
[ el *
i K]
40 4 S
L K% F 0.5 . .
N Figura 2 - A amonemia aumentou em resposta
20 4 KN a dieta e ao exercicio. A dieta e o exercicio agi-
: °:::; \l, l, ram sinergicamente na indugéo da produgédo
of ole DIET mn Exercise 60 min 0.0 de aménia e ndo modificaram a de lactato.
T T T 1
N‘““od\a a0 et post (.) DO diferente de Pré; (#) Pré diferente de Pés; (e)
o aménia; (V) lactato; ( V) coleta sanguinea

atividade do ciclo do écido citrico auxiliando na producéao
de ATP?2. O figado responde rapidamente ds mudancas
sistémicas nos niveis de aménia ativando o ciclo da ureia
e a sintese de glutamato e glutamina®1°.

A aménia muscular se difunde para o sangue e pode
atravessar liviemente a barreira hemato-encefd

ica' cau-
sando alteracdo na sensibilidade especifica ao glutamato e
pode justificar a variabilidade na precipitacdo de fatores e
respostas latentes das disfuncdes mediadas pelo SNC. Tem
sido sugerido que niveis elevados de aménia podem estar
associados ou ser responsdveis pela fadiga no exercicio, falta
de coordenacéo motora, ataxia, torpor que se originam du-
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rante ou apds o exercicio'2. Estes sinftomas sdo semelhantes
aos encontrados em diversas doencas hepdticas.

Neste estudo investigamos o metabolismo de aménia
usando um modelo de exercicio de baixa infensidade asso-
ciado & dieta cetogénica para aumentar o stress metabélico.

MATERIAIS E METODOS

Aprovacéo do estudo
O protocolo experimental atendeu aos requisitos
para realizacdo de pesquisa em humanos (Resolucdo

Fit Perf J. 2009 mai-jun;8(3):226-32.
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Figura 3 - A ureagénese aumentou em respos-
ta a dieta
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196/1996 do Conselho Nacional de Sadde, Brasil) que
estd em conformidade com a declaracéo de Helsinki
(1975, adendo 2000). O estudo foi aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro (CEP 117/2007).

Amostra

Participaram desse estudo sete ciclistas profissionais
do sexo masculino entre 25 e 35 anos (27,4+3,5 anos).
Para assegurar a homogeneidade do grupo foram rea-
lizadas avaliacées antropométricas, ergoespirométricas

Fit Perf J. 2009 mai-jun;8(3):226-32.

VO, ., =61,7%59mLkg".min"'; FC_ =193%9 bpm;
W_, =390+96W), clinica e hematolégica uma semana
antes da sessdo exercicio (D0). Os ciclistas apresentaram
estatura média de 170,0==7,9cm; massa corporal média
de 64,4+11,5kg e percentual de gordura corporal de
7,5+2,5%. O grupo néo treinou ou fez uso de medi-
camentos e suplementos alimentares durante o estudo.

Modelo de estudo

A dieta cetogénica foi iniciada 72h antes da sess@o
de exercicio. Os atletas se apresentaram ao laboratério
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pela manha (8h) e, apés 12h de jejum, foram submetidos
coleta sanguinea (Pré).

O exercicio foi mantido a 60% da poténcia desen-
volvida (234+58W) no VO, ., sendo monitorados
individualmente por frequencimetros cardiacos (Polar®)
com média de 70% a 75% da FC_, durante os 60min
do teste. O estudo foi realizado em temperatura am-
biente com média de 25°C e umidade relativa do ar
média de 62%. A terceira coleta de sangue foi apds
o teste (Pds).

Dieta cetogénica

Foi usado 0 modelo de dieta cetogénica para deple-
céo de glicogénio. O plano de dieta seguiu a restricdo
da ingestdo de carboidratos 72h antes do experimento.
O curto espaco de tempo serviu para diminuir a chance
de mudanga na expressdo de enzimas em resposta a
mudanga alimentar. A dieta foi isoenergética, com o
minimo de 1,5g.kg™ (peso atual) de proteinas e continha
no méximo de 50g de carboidratos por dia. O consumo
de dgua foi ad libitum.

Coleta sanguinea

As amostras de sangue foram coletadas da veia ante-
cubital pré e pds-teste em tubos com EDTA. Imediatamente
apds a coleta, o sangue foi centrifugado; sendo o plasma
separado, congelado e armazenado a -70°C, para evitar
a perda de material voldtil e/ou metabolismo pelos ele-
mentos figurados. As coletas e andlises sanguineas foram
feitas pelo Laboratério Bittar Ltda (Bittar, Brasil).

Neste artigo, utilizaremos a denominacdo aménia
para referirmos ao somatério das formas NH, e NH,*.

Estatistica

Os resultados obtidos durante o estudo foram analisa-
dos através do Test “t” de Student e o nivel de significancia
considerado foi de p<0,05. Os dados estdo expressos
em média + erro padréo.

RESULTADOS

Para descartar a possibilidade de doencas subclini-
cas, foi analisado o metabolismo de macronutrientes e
horménios relacionados ao anabolismo. A capacidade
do transporte de gases foi verificada através do setor
vermelho e da ergoespirometria (Tabela 1). Infeccoes e
lesdes teciduais foram descartadas pela andlise do setor
branco e plaquetas associada aos marcadores enziméti-
cos cléssicos de injuria celular (Tabelas 1 e 2).

Lesdes hepdticas, musculares esqueléticas e cardia-
cas foram avaliadas através da atividade plasmatica de
enzimas (gGT, AST, ALT, ALR LDH, CK e CKMB) expressas
por estes tecidos (Tabela 2). Nao houve diferenca entre
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os individuos. Todos se encontravam em faixas anterior-
mente descritas para atletas com nivel de treinamento e
atividades similares!3 1415,

A dieta cetogénica ndo alterou a glicemia basal dos
sujeitos quando comparada com DO, resultado idéntico

Tabela 1 - Andlise bioquimica e hematolégica dos ciclis-
tas em DO. Os atletas chegaram em jejum de 12h para
coleta sanguinea. Todos os valores encontrados estéo
dentro da faixa de normalidade. Os valores estéo expres-
sos como média * erro padréo.

Hemograma + Plaquetas DO
Hemadcias (x 10'2.L") 52+0,2
Hemoglobina (mmol.L) 2,3+0,1
Hematécrito (%) 445 =09
VCM (fL) 85716
HCM (pg) 291 +0,7
CHCM (g.L) 33,9+£0,2
RDW (%) 13,7+0,2
Leucécitos (10°.L7) 51+42
Baséfilos 0,1+8,4
Eosinéfilos 02 +0,1
Linfécitos 2,1+£0,1
Mondcitos 05+0,1
Neutréfilos 2,8 +0,3
Plaquetas (x 10°.L) 244,6 £ 14,9
Macronutrientes DO
Colesterol Total (mmol.L") 45+0,3
LDL 2,6 +0,3
HDL 1,3+0,0
VLDL 0,5+0,1
Triacilglicerol (mmol.L) 1,2+0,1
Proteina Total (g.L") 783 1,9
Albumina (g.L) 46,8 +1,3
Globulina (g.L) 34+1,6
Relacdo A/G (g.L") 15,1 +0,9
Horménios DO
T3 (mmol.L) 1,7+0,1
T3 livre (pmol.L7) 6,3+0,1
T4 (pmol.L) 95,7 +13,8
T4 livre (pmol.L) 138+0,6
TSH (mULLT) 1,9+03
GH (ug.L") 0,1 +0,01
IGF-1 (ng.mL") 183,7 £ 16,8
Insulina (uU.mL? 54+0,3
Testosterona (nmol.L") 14,5+ 0,4
Testosterona livre (pg.mL") 23217
Leptina (ng.mL"") 10,519

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular
média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média;
RDW: distribuicdo do tamanho eritrocitdrio; LDL: lipoproteinas de
baixa densidade; HDL: lipoproteinas de alta densidade; VLDL:
lipoproteinas de baixissima densidade; PCT: procalcitonina; T3:
triodotironina; T4: tiroxina; TSH: horménio estimulante da tiredide;
GH: horménio do crescimento; IGF-1: insulin-like growth factor-1

Fit Perf J. 2009 mai-jun;8(3):226-32.
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Figura 5 - O urato sérico aumentou em respos-
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ao que aconteceu com a lactatemia. O exercicio ndo
modificou a glicemia ou a lactatemia (Figuras 1 e 2).

A amonemia basal aumentou 35% em resposta & dieta
cetogénica. O exercicio associado a diefa causou elevacdo
de 250% na amonemia (Figura 2). Coerente com este
achado, a uremia basal aumentou 60% devido & dieta ceto-
génica, sem mudancas em resposta ao exercicio (Figura 3).

A creatinina sérica ndo se modificou em resposta a
nenhuma das intervencdes durante o estudo (Figura 4).
Houve aumento de cerca de 10% do urato sérico basal,
sem modificacdo induzida pelo exercicio (Figura 5).

DISCUSSAO

A avaliacdo hematolégica e bioquimica prévia foi
utilizada para garantir a hemogeneidade metabdlica do
grupo’®.

A reducéo da disponibilidade de glicose provocada
pela manipulagdo dietética induz maior catabolismo de
aminodcidos e &cidos graxos para a manutencdo da taxa
ATP/ADP e continuidade do exercicio de longa duracéo.
A dieta cetogénica pode levar a reducdo das reservas
de glicogénio/glicose, do fluxo glicolitico no musculo

(.) DO diferente de Pré; ( $ ) coleta sanguinea

esquelético*®6 e induzir a gliconeogénese. A diminuicdo
no fluxo da via glicolitica promove o aumento na con-
centracdo de IMP e de intermedidrios do ciclo do écido
citrico'”181?_ Assim, utilizamos, combinados, o incremento
de carga e o déficit de glicogénio para aumentar a con-
centracdo plasmdtica de aménia20.21:22:23.24

O processo anaplerético aumenta o pool de aménia
e esta é exportada para o sangue'®. No nosso estudo,
observamos aumento da amonemia entre DO e o momento
pré-exercicio pelo maior uso de proteinas na dieta de
forma independente do exercicio, ratificado pelo aumento
associado da uremia.

Medimos 250% de aumento nas concentracdes de
aménia em resposta ao exercicio associado & dieta. No
mUsculo esquelético em contracéo intensa, a velocidade
aumentada da glicélise eleva a concentragéo de piruvato
que é reduzido a lactato ou Acetil-S-CoA para entrada no
Ciclo de Krebs. Ademais, a elevacéo da sintese concomi-
tante de alanina e glutamina auxilia a manter o fluxo da
via glicolitica?®. Por ser a atividade mitocondrial insuficiente
para refosforilar o ADP gerado, hd aumento progressivo
da génese de ambnia que se difunde para o sangue e
pode ser captada por diversos tecidos'. No nosso estu-

Tabela 2 - Enzimas marcadoras de injoria hepdtica e muscular. Néo hé diferenca entre as enzimas nos tempos medidos.

Os valores sé@o expressos como média + erro padréo.

Enzimas (U.L") DO Pré Pés

ALT 25424 24120 250=x1,6
AST 26,4 3,8 29,6 3,0 29125
yGT 18,6 +2,6 178+1,8 18,1 +£2,0
FA 57038 54,4 = 3,6 56,1 = 3,2
LDH 367,6 + 41,4 395,0 + 44,0 382,8 £ 34,4
CK 295,8 = 86,9 283,0 £ 66,4 291,3 £ 67,9
CKMB 17,7 + 3,1 22,6 +3,4 20,3 +2,2

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase; YGT: gama glutamiltransferase; FA: fosfatase alcalina; LDH: lactato desidro-

genase; CK: creatina quinase total; CKMB: creatina quinase MB

Fit Perf J. 2009 mai-jun;8(3):226-32.
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do, a uremia se elevou em resposta a dieta, no entanto,
permaneceu estdvel durante o exercicio, mesmo com
subida da amonemia. Este dado é explicdvel devido ao
perfodo estudado, onde ndo hé tempo para metabolismo
de aménia e saida da ureia do hepatécito para o sangue.
Né&o medimos aumento da lactatemia em resposta
ao exercicio. A génese de lactato é menor em individuos
depletados de glicogénio, ocasionando aumento na con-
centracdo de ADP A mudanca na relagdo ATP/ADP ativa
a AMP deaminase, aumentando a formacdo de aménia
e o consumo de oxigénio?é. Tem sido descrito que em
eventos de endurance individuos com dieta deficiente
em carboidratos tem respostas mecénicas inadequadas
alcancando rapidamente o ponto de fadiga?”-28.
Lowenstein & Goodman?® demonstraram que a amé-
nia muscular aumenta em até 400% durante exercicio,
representando 74% da producéo liquida da aménia,
sendo a aménia total formada correspondente & quanti-
dade intramuscular de IMP acumulada, sugerindo que a
aménia foi derivada da desaminacéo de AMP. Durante a
atividade fisica a aménia pode ser produzida a partir da
degradacéo de nucleotideos com aparecimento concomi-
tante de IMP e urato3. O aumento na concentracdo sérica
de urato que é classificado como um evento cldssico em
situacdes de jejum prolongado ou diminuicdo da ingestdo
de carboidratos. Estudos anteriores em nosso laboratério
t&ém demonstrado que a cinética do aparecimento da ureia
e urato no sangue obedecem a uma cinética mais tardia
do que a da aménia (Bessa et al., manuscrito em prepa-
rac@o). Nossos achados podem indicar que o aumento
do urato sérico antes do exercicio pode ser causado pelo
aumento da ingestdo de alimentos ricos em bases puricas
a principal fonte para a formacédo de IMP e urato®!.
Nossos dados parecem indicar que o exercicio de
intensidade moderada associado a dieta cetogénica pode
ser usado como modelo para elevagdo da amonemia,
possibilitando o seu uso como indutor de estresse meta-
bélico para o estudo do metabolismo de aménia.
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