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ABSTRACT
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This paper reports the effect of chronic supplementation with
branched chain amino acids (BCAA) and the synthesis of hypothalamic
serotonin. We found a significant (p < 0.05) reduction of 20.4% on serotonin
brain concentration in Wistar rats after 6 weeks of supplementation.
We also argue on the use of indirect parameters, like total or free tryptophan,
Jfor monitoring of the serotoninergic function of human beings when
dietetic changes (hyperproteic diets) are in use.
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Se presentan los resultados de un estudio
que investigo el efecto del suplemento crénico de
la dieta con aminodcidos de cadena ramificada
(ACR) en la sintesis de serotonina cerebral. Se
observo una reduccion significativas de 20% en
la concentracion de la serotonina cerebral en
ratas Wistar después de seis semanas. Se discute
el uso de pardametros indirectos, como el
triptofano total y libre para el control de la
funcion serotoninérgica en humanos, cuando
se introducen alteraciones en la dieta habitual
(dietas hiperproteicas).
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Este trabalbo apresenta os resultados de um
estudo que investigou o efeito da suplementagdo
crénica com aminodcidos de cadeia ramificada
(ACR) e a sintese de serotonina hipotaldmica.
Obteve-se, neste experimento, uma reducdo sig-
nificativa (p < 0,05) de 20% na concentragdo de
serotonina cerebral em ratos Wistar apos 6 sema-
nas de suplementagdo. Também discutimos o uso
de pardmetros indiretos, como o triptofano total e
livre, para a monitora¢do da fungdo serotoni-
nérgica em seres humanos, quando se empregam
alteragoes dietéticas (dietas hiperprotéicas) no
padrdo alimentar.
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INTRODUCAO

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) pertence ao grupo das aminas biogénicas
(neurotransmissores), que incluem também as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina
e dopamina), sendo sintetizadas, na sua grande maioria, a partir da decarboxilacdo de
aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano). A serotonina € obtida do
aminoacido essencial triptofano (MEEUSEN e DE MEIRLEIR, 1995).

Os niveis de serotonina cerebral estao relacionados as alteracdes de comporta-
mento e humor: ansiedade, agressividade, depressao, sono, fadiga, supressao de apetite,
etc. Os mecanismos bioquimicos precisos pelos quais os neurdnios serotoninérgicos par-
ticipam destas fungdes ainda nao estao totalmente esclarecidos (BELL et al., 2001). Exis-
tem, tanto em humanos como em animais, evidéncias de que a producao de serotonina
cerebral pode ser modulada dieteticamente através da oferta de macronutrientes, desta-
cando-se principalmente a ingestao de carboidratos, de proteinas e de aminoacidos isola-
dos, especificamente o triptofano (CUNLIFFE et al., 1997, 1998; BLUNDELL, 1992; LYONS
e TRUSWELL, 1988).

No plasma, o triptofano circula livre (10%), mas principalmente ligado a albumina
(90%). Na barreira hematoencefilica, o triptofano livre (TRP,) compete com outros cinco
aminoacidos (aminodcidos neutros: AN) para seu transporte e conseqliente sintese de
serotonina cerebral. Os cinco aminoidcidos competidores sio: leucina, isoleucina e valina
(aminodacidos de cadeia ramificada: ACR), além da tirosina e fenilalanina (WURTMAN e
FERNSTROM, 1975). O aumento no plasma da parcela do triptofano livre (TRP,) resulta
no maior transporte e sintese do seu respectivo neurotransmissor (5-HT:serotonina) (ROSSI
e TIRAPEGUI, 1999). Uma abordagem utilizada na investigacio da captacdo cerebral de
triptofano € a determinacdo da proporcdo plasmatica entre TRP e a soma dos aminoacidos
neutros (AN): TRP/Y AN. Os mecanismos que promovem o aumento da razao entre TRP
provavelmente estimulam a sintese de serotonina cerebral. A avaliacao indireta da sintese
de serotonina cerebral € utilizada principalmente em humanos, devido a impossibilidade
de determinacoes diretas da mesma.

A sintese de serotonina cerebral pode ser modulada por trés fatores: quantidade
de triptofano total no plasma (proporcdo entre a parcela livre e a ligada a albumina);
transporte de triptofano livre pela barreira hematoencefalica contra seus competidores
(TRP/Y AN); e a atividade da enzima triptofano hidroxilase (PARDRIDGE e CHOI, 1986).
Os dois primeiros mecanismos possuem possibilidade de modula¢io via dieta.

FERNSTROM e WURTMAN (1972) foram os primeiros a abordar a relacao entre
ingestao protéica e sintese de serotonina cerebral. O consumo de uma dieta hiperprotéica
tende a diminuir a propor¢ao TRP/Y AN. O triptofano é o aminoicido em menor concen-
tracao nas proteinas (1% do total protéico); ainda antes de alcangar a circulacdo, grande
parte do triptofano é metabolizada no figado. Segundo LYONS e TRUSWELL (1988), em
uma dieta normal a ingestdo de triptofano representa cerca de 1g/dia. Assim, a oferta de



ROSSI, L.; CASTRO, l.A.; TIRAPEGUI, J. Suplementag&o com amino&cidos de cadeia ramificada e alteragédo naconcentragéo da serotonina
cerebral. Nutrire: rev. Soc. Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., Sdo Paulo, SP. v.26, p. 1-10, dez., 2003.

uma dieta protéica favoreceria o aumento dos aminodcidos competidores. Pela menor
concentracao dietética de triptofano haveria menor captacado do mesmo na barreira
aminoacidica cerebral e provavel reducio da fun¢io da serotonina.

Estudos recentes da relacdo entre serotonina e alteracdes nas condicodes psiquiatri-
cas foram realizados utilizando a técnica conhecida como “deplecio de triptofano”. Em
humanos esta técnica consiste na oferta de dieta hipoprotéica, uma carga protéica (alta
concentracao AN) deficiente em triptofano. BELL et al. (2001) assinalam que em estudos
utilizando a deplecido de triptofano em individuos saudaveis foram observadas alteracoes
comportamentais e de humor.

Os objetivos deste estudo sao: primeiramente avaliar, em ratos Wistar adultos,
parametros biométricos (consumo e ganho de peso) quando da oferta de racao
suplementada com 50% de aminodcidos de cadeira ramificada, durante 6 semanas; e,
em segundo lugar, avaliar o efeito desta suplementacdo em pardmetros bioquimicos
(glicose, insulina, triptofano total plasmatico) e na concentra¢ao da serotonina cerebral.
Com os resultados obtidos pretende-se discutir os potenciais efeitos da suplementacao
de ACR e as limitacdes do modelo empregado para estudos indiretos da avaliacdo da
serotonina cerebral.

MATERIAL E METODOS
ANIMAIS DO GRUPO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos adultos (~200g), provenientes do biotério
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, obedecendo a um ciclo diario de 12h claro-escuro. Fase
clara: das 7:00h as 19:00h. No primeiro dia os animais foram separados em dois grupos
sedentarios: um controle (CONT), consumindo ra¢do balanceada sem suplementacio, e
outro suplementado (SUPL), com racao acrescida de 50% de cada ACR.

SUPLEMENTACAO

Duas formulacdes de racdes foram preparadas, conforme estipulado pelo
American Institute of Nutrition (AIN) (REEVES et al., 1993), com composicao nutricional
adequada para manutencao de roedores adultos (AIN-93): a) controle (AIN-93), con-
forme (Tabela 1), e b) suplementada (AIN-93S): acréscimo de ACR (leucina, isoleucina
e valina) em quantidades 50% maiores do que o estipulado pela AIN-93. Posterior-
mente, um aminograma das racdes (Tabela 2) foi realizado para verificar o teor
aminoacidico da racdo. Os animais foram submetidos as racoes experimentais duran-
te 6 semanas, com oferta de dgua e racdo ad libitum. O monitoramento do peso e
consumo foi realizado 3 vezes por semana.
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Tabela 1 Estimativa minima da composicio dos nutrientes da
racao para manutencio de roedores adultos, conforme AIN-93M*

Nutriente (g/AliNg (91?:2‘)
Amido de milho 465,7
Caseina (>85% proteina) 140,0
Amido de milho dextrinizado 155,5
Sacarose 100,0
Oleo de soja (sem aditivos) 40,0
Fibra 50,0
Mix mineral 35,0
Mix vitaminas 10,0

*Adaptado de REEVES et al. (1993)

Tabela 2 Resultado do aminograma realizado com as racdes
(AIN-93M e AIN-93MS) e composicio minima de aminoacidos

descrita na dieta*
Aminoacido AIN-93M" AIN-93M?  AIN-93MS?
(%) (%) (%)

Cistéico 191 0,52 1,21
Aspirtico 6,40 7,89 6,64
Treonina 3,74 3,60 3,07
Serina 5,33 4,50 4,01
Glutimico 20,27 21,82 19,02
Prolina 11,37 12,47 12,17
Glicina 1,83 1,66 1,44
Alanina 2,62 2,82 2,46
Metionina 2,62 3,84 3,71
Tirosina 5,25 2,94 2,49
Fenilalanina 4,93 5,02 4,60
Histidina 2,62 2,50 2,55
Lisina 7,31 7,56 6,88
Triptofano 1,27 nd? nd?
Arginina 3,58 3,22 2,37
Valina 5,60 5,91 8,45
Isoleucina 4,69 4,49 7,03
Leucina 8,66 8,25 12,22

'Conforme REEVES et al. (1993) e corrigido para 100g pr oteina
*Conforme resultados obtidos dos aminogramas das racoes pr eparadas
*Ndo determinado
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DETERMINACOES EXPERIMENTAIS

ApOs a 6%, semana de experimento os animais foram sacrificados por decapitacio.
O sangue foi coletado e as fragoes de soro e plasma congeladas e estocadas, para deter-
minacdo de glicose, amonia, insulina e triptofano total. As amostras de hipotalamo foram
retiradas, pesadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer
a -72°C. A concentracao de glicose foi determinada pelo método colorimétrico descrito
por TRINDER (1969). A de amo6nia pelo método colorimétrico (kit: Sigma cat. no. 171-A).
A de triptofano plasmaitico total pelo método fluorimétrico descrito por DENCKLA e
DEWEY (1967), posteriormente modificado por BLOXAM e WARREN (1974). A concen-
tracio de insulina por radioimunoensaio (kit: Amersham cat. RPA n° 547). Por fim, a de
serotonina hipotaldmica foi determinada por HPLC com detec¢io eletroquimica, segundo
descrito por RIBEIRO et al. (1993).

ANALISE ESTATISTICA

Os dois grupos experimentais codificados como CONT e SUPL tiveram seus
parimetros analiticos comparados através de analise de teste T de Student, adotando-se
previamente um valor o de 0,05 (BOWER,1997). Varidveis que apresentaram significativo
desvio da normalidade, segundo os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro Wilk’s W,
foram também analisadas, empregando-se o teste de Mann Whitney U, confirmando os
resultados obtidos pelo procedimento paramétrico. Todos os calculos foram realizados
utilizando-se o programa STATISTICA v.6 Statsoft Inc. Tulsa, OK.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ratos, estudos experimentais que utilizam alteracoes na composicio protéica e
aminoacidica de racoes mostram que os animais respondem com um mecanismo de selecio
para tais modificacoes dietéticas. Os animais evitam tanto dietas deficientes de proteinas/
aminodcidos, como hiperprotéicas, embora permaneca a questio de quio precisamente &
regulada esta ingestao entre os extremos experimentais (ANDERSON et al. 1990). Diversos
investigadores assinalam que altas concentracdes de certos aminoacidos no plasma, por um
efeito de imbalanco aminoacidico, poderiam afetar também a concentracdo aminoacidica
cerebral, com alteracdes na sintese de neurotransmissores sinalizadores da saciedade
(ex: serotonina) (GIETZEN e MAGRUM, 2001; PETERS e HARPER, 1985; PENG et al., 1972).

Neste estudo, apesar da maior oferta via racio de ACR, o consumo de ra¢ao no
grupo SUPL nio foi significativamente diferente quando comparado ao do grupo CONT,
ao longo das seis semanas. Também ndo ocorreram alteracdes no ganho e manutenciao
do peso corporal (Tabela 3). Houve manutencio destes pardmetros, embora o grupo
suplementado consumisse em média 65% a mais de ACR (290,5mg/dia). Apesar deste
resultado indicar que os animais SUPL nao alteraram o padrao de consumo alimentar,
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houve alteracio significativa na concentracdo de serotonina cerebral (Tabela 4) quando
comparada com a do grupo controle.

Tabela 3 Parimetros biométricos dos grupos experimentais apds 6 semanas: peso
final dos ratos e média do consumo de racio e de aminoacidos de cadeia ramificada
(ACR)

CONT SUPL D
Peso final (g) 303,6 + 16,4 318,2 £27,3 0,19
Consumo de racao (g/dia) 21,8+ 1,1 22,6+13 0,21
Consumo ACR (mg/dia) 446,9 £230 737,4 £ 429 0,01

Tabela 4 Parimetros cerebrais (serotonina) e plasmaticos (glicose, amonia, insu-
lina e triptofano) dos grupos experimentais

CONT SUPL p
Glicose (mg/dL) 103,70 * 10,80 105,50 + 6,90 0,69
Amodnia (Hg/mL) 1,34 £ 0,31 1,33 £ 0,09 0,89
Insulina (ng/mL) 5,60 £ 2,90 4,80 + 1,60 0,47
Triptofano total (pg/mL) 12,20 + 2,30 10,40 2,70 0,30
Serotonina hipotalimica (ng/100mg) 9,80 + 1,20 7,80 = 0,8 0,01

A suplementacao com ACR foi bem aceita pelo grupo SUPL e ndo ocorreram
diferencas significativas na concentracio de glicose, amonia, insulina e triptofano total
(Tabela 4) quando comparadas com a do grupo controle. A hiperamonemia € um efeito
relatado em diversos estudos, tanto em humanos como em animais, devido a suplementacao
protéica e principalmente com ACR (BANISTER e CAMERON, 1990; BANISTER et al.,
1985); porém, este efeito nido foi observado no grupo SUPL.

Nao foram observadas também diferencas na concentracio de insulina no grupo
SUPL ap06s 6 semanas de experimento. O aumento da concentra¢do de insulina plasmatica
¢€ responsavel pela maior produc¢io de serotonina cerebral (PAN et al., 1982). Este efeito
seria devido a maior captacdo periférica dos AN competidores e, conseqiientemente,
maior passagem de triptofano através da barreira hematoencefilica, com conseqtliente
aumento na sintese de serotonina (LYONS e TRUSWELL, 1988).

Nao houve diferenca significativa entre a concentracdo plasmatica de triptofano
total do grupo controle quando comparado a do grupo suplementado. Este fato era
esperado, ja que os animais foram alimentados com dieta normal (controle e suplementada),
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com concentragoes iguais de triptofano. CHAOULOFF (1993) assinala que alguns autores
consideram a parcela livre do triptofano como um fator determinante para a concentra-
¢ao do triptofano cerebral, enquanto outros consideram o triptofano total (parcela livre
mais a ligada a albumina).

Neste estudo pode-se supor que a menor concentracao hipotalimica de serotonina
poderia ser possivelmente atribuida ao mecanismo de competicao aminoacidica plasmatica,
através da barreira hematoencefilica entre o triptofano e os ACR. A suplementacao com
ACR aumentaria a competicdo pela barreira hematoencefilica do triptofano livre e, assim
haveria menor captacio e sintese de serotonina. No presente estudo nio se determinou a
concentracao de triptofano no cérebro, nem a concentra¢do dos ACR no liquido
cefalorraquidiano e, nem no tecido nervoso, fato que sem davida, limita esta discussio.
No entanto, optamos por medida direta do neurotransmissor serotonina no cérebro. Da-
dos de outros autores assinalam também que a sintese de serotonina cerebral é modulada
pela concentracao plasmatica do aminodcido essencial triptofano.

A pesquisa psicologica e nutricional atual sugere a favor da existéncia de uma
correlacao entre serotonina e uma série de alteracdes comportamentais € nutricionais.
Por razdes éticas e praticas, os métodos utilizados nas pesquisas em humanos sao indire-
tos, nos quais um dos pardmetros € o monitoramento da concentra¢ao de triptofano total
(TRP/YAN). Neste experimento, observou-se que as concentragdes de serotonina cere-
bral podem ser alteradas (reducido de 20,4%) via suplementa¢io com 50% de ACR, sem
que haja alteracoes nos niveis de triptofano total plasmaitico e dietético. Em humanos,
para se produzir uma alteracao na func¢io serotoninérgica, via reducao do triptofano
plasmatico, € necessaria a retirada total do triptofano dietético. Contudo, a redugao nio é
tdo significativa (BELL, 2001). Ainda ha a técnica da depleciao de triptofano, que alia a
retirada dietética do triptofano e uma oferta dos AN competidores. Neste estudo com
animais, utilizou-se uma abordagem alternativa para menor captacao cerebral de triptofano:
oferta de dieta balanceada e suplementacao de ACR. Tal abordagem indica que mesmo
sem a retirada total do triptofano dietético, pode-se produzir uma reducio de serotonina
cerebral decorrente de uma suplementacio de ACR.

CONCLUSAO

No presente estudo, utilizando ratos Wistar, avaliou-se diretamente no hipotilamo
a concentracdo de serotonina. Os resultados mostraram que, mesmo com a oferta de
dieta balanceada, porém com acréscimo de 50% de ACR (leucina, isoleucina e valina),
houve uma reducio significativa da sintese de serotonina nos animais suplementados.
Extrapolando esses resultados para seres humanos, pode-se sugerir que dietas hipocaléricas,
e, principalmente hiperprotéicas, nao seriam aconselhdveis sem um acompanhamento
criterioso das alteracoes comportamentais. Finalmente, verifica-se que o monitoramento
das alteracoes da serotonina empregando apenas a avaliacao do triptofano total plasmatico
pode ser inadequado.

8
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