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RESUMO

Foi recentemente relatado que a creatina, em sistema de células isoladas,
apresenta propriedades antioxidantes contra varios agentes oxidativos. Por sua vez, em
concentracdes fisiologicas, espécies reativas de oxigénio tém papel importante no
aumento da captacdo muscular de glicose que ocorre durante o exercicio e a creatina
parece estimular a captagdo deste agucar pelo musculo esquelético em resposta ao
treinamento fisico. Os efeitos metabdlicos da suplementacdo com creatina tém sido
frequentemente relatados em certos tipos de esforco, como exercicios intermitentes, de
alta intensidade, curta duracdo e com periodos de recuperacdo muito curtos. Pouco se
conhece a respeito dos efeitos da mesma sobre o desempenho fisico em exercicios carater
aerdbio. Assim torna-se interessante avaliar o impacto da creatina sobre a modulacéo do
estado redox no treinamento de carater aerobio e possiveis implicacbes para o
metabolismo glicidico muscular e o condicionamento aer6bio. Dessa forma, o presente
estudo foi delineado, principalmente, para avaliar o condicionamento aerébio (Maxima
Fase Estavel de Lactato- MFEL), biomarcadores de peroxidacao lipidica (substancias que
reagem ao &cido tiobarbitirico- TBARS) e concentracdes de peroxido de hidrogénio -
H.0,, assim como indicadores da defesa antioxidante (atividade das enzimas superéxido
dismustase- SOD, glutationa peroxidase- GSH-GPx catalase- CAT, glutationa reduzida —
GSH e oxidada — GSSG) além de aspectos do metabolismo glicidico (captacdo e
oxidacdo de glicose, sintese de glicogénio e producdo de lactato) no muasculo esquelético
de ratos submetidos ao treinamento fisico de carater aerdbio e suplementados ou ndo com
creatina, por periodo de oito semanas. Através de diferentes séries de experimentos
verificou-se que: 1) A administracdo de creatina, por diferentes procedimentos, elevou os
estoques do substrato em varios tecidos corporais (musculo gastrocnémio, figado e soro),
porém em diferentes magnitudes; 11) O treinamento fisico de corrida em esteira realizado
nas intensidades equivalente a transicdo metabolica aerdbia - anaerdbia e 25% superior a
esta, melhorou o condicionamento aerobio dos animais e a suplementagdo com creatina
ndo foi a causa na melhora da capacidade dos ratos no exercicio em esteira rolante; 111) O
treinamento na intensidade superior & transicdo metabolica induziu adaptacdes no

metabolismo muscular da glicose na auséncia de estresse oxidativo ou de alteracdo do



sistema antioxidante. 1VV) A suplementacdo com creatina bem como o treinamento fisico
melhoraram a acdo das enzimas antioxidantes nas hemacias, figado mais ndo no musculo
gastrocnémio. O conjunto desses resultados sugere que os efeitos da suplementacdo com
creatina associada ao treinamento fisico sobre o estado redox tecidual dependem de
diferentes aspectos, entre eles o procedimento de administracdo da creatina, a intensidade

do esforco realizado durante o exercicio e o tecido analisado.

Palavras Chave: Creatina, exercicio aerébio, condicionamento aerdbio, metabolismo

glicidico muscular, estresse oxidativo.



ABSTRACT

It was recently reported that creatine in isolated cell system, has antioxidant
properties against various oxidative agents. In turn, at physiological concentrations,
reactive oxygen species play an important role in increasing glucose uptake by muscles
that occurs during exercise and creatine appears to stimulate the uptake of this sugar by
skeletal muscle in response to exercise training. The metabolic effects of creatine
supplementation have been reported frequently in certain types of exercise, such as
intermittent, high-intensity, short duration and with very short recovery periods exercises.
Little is known about the effects of creatine supplementation on the physical performance
during aerobic exercises. So it is interesting to assess the impact of creatine on the redox
state during aerobic exercise training and the possible implications for muscle aerobic
glucose metabolism and aerobic fitness. Thus, the present study was designed mainly to
assess aerobic fitness (Maximum Lactate Steady-MLSS), lipid peroxidation biomarkers
(substances that react TBARs-thiobarbituric acid) and concentrations of hydrogen
peroxide - H,O,, as well as antioxidant defense system (activity of the enzymes
superoxide dismustase-SOD, glutathione peroxidase GSH-GPx-catalase-CAT, reduced
glutathione - GSH and oxidized - GSSG), besides aspects of glucose metabolism (glucose
uptake and oxidation, glycogen synthesis and lactate production) in skeletal muscle of
rats submitted to aerobic exercise training, supplemented with creatine or not, for a period
of eight weeks. Through different series of experiments it was found that: I) The
administration of creatine, for different procedures, increased substrate in various body
tissues (gastrocnemius muscle, liver and serum), but in different magnitudes, 11) physical
training by treadmill running performed at intensities equivalent to the aerobic -
anaerobic metabolic transition and 25% higher than this, improved aerobic fitness of
animals and creatine supplementation was not the cause of the improvement in the
aerobic fitness of these rats I11) training at a higher intensity than the metabolic transition
induced adaptations in muscle glucose metabolism in absence of oxidative stress or
modification of the antioxidant system. IV) Creatine supplementation and exercise
training improved the antioxidant enzymes activity in red blood cells, liver but not in the

gastrocnemius muscle. Taken together, these results suggest that the effects of creatine



supplementation combined with physical training on tissue redox state depend on
different aspects, including the procedure for administration of creatine, the intensity of

the efforts made during the exercise and the tissue analyzed.

Keywords: Creatine, aerobic exercise, aerobic fitness, muscular glucose metabolism,

oxidative stress.
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INTRODUCAO

Creatina € um suplemento popular na industria esportiva, indicada para manter as reservas
de fosfatos ricos em energia durante o exercicio. Embora niveis normais de creatina possam ser
obtidos através de dieta onivora e/ou sintese pelo figado, rins e pancreas, o consumo de suplementos
contendo creatina vem aumentando.

O emprego em larga escala da creatina como ergogénico por atletas fundamenta-se no fato
de que 90% da creatina do corpo sdo armazenadas no musculo esquelético, onde representa,
conjuntamente com o ATP, reserva energética fundamental para a contracdo. A creatina captada do
sangue por meio de um transportador especifico, dependente de Na* e Cl ~ é, na maior parte,
convertida a forma fosforilada, creatina fosfato, pela enzima creatina-quinase, usando o ATP como
doador de fosfato. Em condi¢des de demanda aguda, como no exercicio, a creatina fosfato atua
como um tampd&o energético, uma vez que transfere grupos fosforil de volta ao ATP, restaurando
com rapidez niveis adequados de ATP. Contudo, deve ser destacado que os efeitos mensuraveis da
creatina sobre a regeneracdo do ATP acontecem dentro de 10 segundos ou menos do inicio do
exercicio (WYSS et al. 2000), depois disso, a regeneracdo do ATP depende primariamente da
glicdlise, da glicogendlise e da fosforilagdo oxidativa.

Ha evidencias de que doses elevadas de suplementacdo oral com creatina elevam ainda
mais as reservas energeticas do tecido muscular, bem como a s concentracdes sanguineas in vivo
(SCHEDEL et al. 1999). Na verdade, administracdo de doses muito elevadas de creatina (até 20
gramas diarias), aumenta de forma dose dependente a concentracdo plasmatica até 2mM, bem como
as concentragOes intramusculares de creatina e de creatina fosfato (VANDENBERGHE et al. 1997;
SNOW et al. 2003)

Embora o emprego da suplementacdo com creatina seja principalmente norteado por relatos
empiricos, alguns dados da literatura cientifica sobre exercicio indicam que altas doses via oral de
creatina produzem certos beneficios ao desempenho em jovens saudaveis do sexo masculino
(VANDENBERGHE et al. 1997; CASEY et al. 1996; VOLEK et al. 1999; EARNEST et al. 1995) e
também em homens (SMITH et al. 1998) e mulheres (VANDENBERGHE et al. 1997) adultos. Por
outro lado estudos bem controlados ndo evidenciaram alteracdes significativas no desempenho apds
a suplementacdo (DAWSON et al. 1995; REDONDO et al. 1996; TERRILLION et al. 1997).
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Os efeitos benéficos da suplementacdo com creatina tém sido frequentemente relatados em
certos tipos de esfor¢o fisico, como exercicios repetitivos (intermitentes), de alta intensidade, curta
duracdo e com periodos de recuperacdo muito curtos (AMERICAN COLLEGE, 1999). Pouco se
conhece a respeito dos efeitos da mesma sobre o desempenho fisico em exercicios de mais
prolongados e carater aerdbio.

Recentemente, Lawler et al. (2002) relataram que a creatina, em sistema de células
isoladas, apresenta propriedades antioxidantes contra varios agentes oxidativo. Esse efeito, in vivo,
poderia contribuir para a prevencao da fadiga durante exercicios mais prolongados. Apesar do
mecanismo da fadiga muscular ndo ser completamente entendido, envolve inibi¢do da funcdo do
reticulo sarcoplasmatico. Nesse sentido, espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio tém atraido
atencdo, pois a capacidade do reticulo sarcoplasmatico de regular a concentragdo de Ca®* no
sarcoplasma mostra alta sensibilidade redox (DUARTE et al., 2008).

Por sua vez, em concentracdes fisioldgicas, as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
parecem ter papel importante no aumento da captagdo muscular de glicose que ocorre durante o
exercicio (MERRY & MCCONELL,2009). Adicionalmente, a ingestdo de creatina aumenta a
expressao do transportador de glicose GLUT-4 e a concentracdo de glicogénio no musculo
esquelético em resposta ao treinamento resistido em seres humanos (DERAVE et al., 2003).
Embora relacdo entre a deplecdo desse substrato e a fadiga permaneca imprecisa, ndo se pode
desprezar a sua participacdo no desencadeamento da fadiga, o que pode ocorrer por via indireta,
pois a deplecdo do glicogénio muscular pode comprometer o acoplamento excitacao/contracédo
(DUARTE et al., 2008).

Em conjunto, esses fatos sinalizam a necessidade de ampliar os conhecimentos sobre 0s
efeitos fisiologicos da creatina. Assim, torna-se interessante especular quanto a interferéncia dessa
substancia na modulacdo do estado redox no exercicio aerobio e possivel repercussdo sobre o

metabolismo glicidico muscular e o condicionamento aerdbio, em condi¢6es controladas.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos da suplementacdo com creatina sobre
o0 treinamento de carater aerobio, sobre a modulacao do estado redox e possiveis implicacdes para o

metabolismo glicidico muscular.

Objetivos especificos principais

1. Determinar a transicdo metabodlica aerobio-anaerdbio de ratos durante exercicio de corrida
em esteira rolante pelo protocolo de maxima fase estavel de lactato;

2. Submeter os animais a treinamento na intensidade da transicdo metabolica individual e/ou a
suplementacdo com creatina;

3. Reavaliar os animais ap6s treinamento e/ou suplementacdo pelo teste de méxima fase
estavel de lactato, para verificagdo de provavel modificagdo do condicionamento aerébio;

4. Verificar possiveis alteracdes no estado redox do musculo esquelético, do figado e das
heméacias em consequéncia do treinamento e/ou suplementacdo, pela concentracdo de
peroxido de hidrogénio (H,O,) e analise de biomarcadores de peroxidacdo lipidica
(concentracdo de substancias que reagem ao &cido tiobarbitdrico — TBARS). Analise do
sistema de defesa antioxidante (atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase,
glutationa peroxidase, catalase, glutationa redutase, glutationa oxidase);

5. Avaliar as implicagOes do treinamento e/ou suplementagdo sobre o metabolismo muscular
da glicose (captacéo e oxidacdo de glicose, sintese de glicogénio e producdo de lactato) e

eventual relagdo com o estado redox da musculatura esquelética.
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MATERIAL, METODOS E RESULTADOS

Os materiais e métodos bem como os resultados apresentados na presente tese

serdo compostos pela apresentacédo de nove artigos abaixo descriminados:

PRIMEIRO ARTIGO (Revisao de Literatura)
ARAUJO, MELLO, M.AR. Exercicio, Estresse Oxidativo e Suplementacio com Creatina.
Revista Brasileira de Nutrigdo Esportiva. v. 3, n. 15, p. 264-272, 2009. (publicado).

SEGUNDO ARTIGO
ARAUJO, M.B; VOLTARELLI, F.A; GOBATTO, F.B.M; MOURA, L.P; MELLO, M.AR.
Treinamento em diferentes intensidades e biomarcadores de estresse oxidativo e do metabolismo
glicidico musculo esquelético de ratos. Revista de Educacéo Fisica / UEM. v. 21, n. 4 , p.695-
707, 2010. (publicado).

TERCEIRO ARTIGO

ARAUJO, M.B; MOURA, L.P; RIBEIRO, C; RODRIGO, A.D; VOLTARELLI, F.A.; MELLO,
M.A.R. Estresse Oxidativo no Figado de Ratos Exercitados e Suplementados com Creatina.
International Journal of Nutrition and Metabolism. v. 3, n. 5, p. 58-64, 2011. (publicado).

QUARTO ARTIGO

ARAUJO, M.B; VIEIRA JUNIOR, R.C; MOURA, L.P; RIBEIRO, C; COSTA JUNIOR, M;
RODRIGO, A.D; SPONTON, A.C; RIBEIRO, C; MELLO, M.A.R. O metabolismo de creatina é
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RESUMO

O emprego da creatina como ergogénico por atletas fundamenta-se no fato de que 90% da
creatina do corpo sdo armazenados no mausculo esquelético, onde representa, na forma
fosforilada, conjuntamente com o ATP, reserva energetica fundamental para a contracdo. Ainda,
foi recentemente relatado que a creatina, em sistema de células isoladas, apresenta propriedades
antioxidantes contra varios agentes oxidativos. Esse efeito, “in vivo”, poderia contribuir para a
prevencdo da fadiga. Contudo, a despeito de dados da literatura cientifica sobre exercicio
indicarem que altas doses via oral de creatina produzem certos beneficios a performance, no
Brasil, sua comercializacdo foi proibida pela Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria).
Este fato sinaliza a necessidade ampliar os conhecimentos sobre os efeitos fisioldgicos dessa
substancia. Dessa forma, a proposta desta revisdo € discutir os efeitos da suplementacdo com
creatina em conjunto com o exercicio, além do seu possivel papel protetor contra a formacéo de
espécies reativas de oxigénio.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, enzimas, suplementagao, creatina.

ABSTRACT

The role of the creatine as ergogénic for athlete is based on the fact that 90% of the creatine of
the body are stored in the skeletal muscle, where it represents, in the phosforylated form, together
with the ATP, basic energy reserve for contraction. Recently it was reported that creatine, in
isolated cells system, presents antioxidant properties against some oxidant agents. This alive
effect, in, could contribute for the prevention of fatigue. However, in spite of consistent data of
scientific literature on exercise indicating that creatine produce certain benefits to the
performance, in Brazil, its commercialization was forbidden by the ANVISA (National Agency
of Sanitary Monitoring). This fact signals the need to extend the knowledge on the physiological
effect of this substance. The purpose of this review is to discuss effects of the supplementation
with creatine in conjunction with exercise. In addition, to analyse its possible protective role
against the formation of reactive oxygen species.

Key Words: Oxidative stress, enzymes, supplementation, creatine
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INTRODUCAO

Creatina € um suplemento popular na industria esportiva, indicada para manter as reservas
de fosfatos ricos em energia durante o exercicio. Embora niveis normais de creatina possam ser
obtidos através de dieta onivora e/ou sintese pelo figado, rins e pancreas, o consumo de
suplementos contendo creatina vem aumentando.

O emprego em larga escala da creatina como ergogénico por atletas fundamenta-se no
fato de que 90% da creatina do corpo sdo armazenadas no masculo esquelético, onde representa,

conjuntamente com o ATP, reserva energética fundamental para a contracdo. A creatina captada

do sangue por meio de um transportador especifico, dependente de Na+ e Cl é, na maior parte,
convertida a forma fosforilada, creatina fosfato, pela enzima creatina-quinase, usando o ATP
como doador de fosfato. Em condi¢fes de demanda aguda, como no exercicio, a creatina fosfato
atua como um tampdo energético, uma vez que transfere grupos fosforil de volta ao ATP,
restaurando com rapidez niveis adequados de ATP. Contudo, deve ser destacado que os efeitos
mensuraveis da creatina sobre a regeneracdo do ATP acontecem dentro de 10 segundos ou menos
do inicio do exercicio (Wyss e colaboradores, 2000), depois disso, a regeneracdo do ATP
depende primariamente da glicélise, da glicogendlise e da fosforilacdo oxidativa.

Ha evidencias de que doses elevadas de suplementacdo oral com creatina elevam ainda
mais as reservas energéticas do tecido muscular, bem como as concentragdes sanguineas in vivo
(Schedel e colaboradores, 1999). Na verdade, administracdo de doses muito elevadas de creatina
(até 20 gramas diarias), aumenta de forma dose dependente a concentracdo plasmatica até 2mM,
bem como as concentragdes intramusculares de creatina e de creatina fosfato (Vandenberghe e
colaboradores, 1997; Snow e Murphy, 2003)

Embora o emprego da suplementacdo com creatina seja principalmente norteado por
relatos empiricos, dados consistentes da literatura cientifica sobre exercicio indicam que altas
doses de creatina via oral produzem certos beneficios ao desempenho em jovens saudaveis do
género masculino (Casey e colaboradores, 1996; Volek e colaboradores, 1999) e também em
homens (Smith e colaboradores, 1998) e mulheres
(Vandenberghe e colaboradores, 1997) adultos. Curiosamente, Lawler e colaboradores (2002),

relataram, recentemente, que a creatina, em sistema de células isoladas, apresenta propriedades
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antioxidantes contra varios agentes oxidativos. De acordo com esses autores, esse efeito, in vivo,
poderia contribuir para a prevencéo da fadiga.

Contudo, a parte da existéncia de diversos estudos cientificos relatando efeitos benéficos
da creatina no exercicio e do fato que o suplemento é vendido livremente em farmacias e lojas
norte-americanas e européias, no Brasil, sua comercializag&o foi proibida pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria). Nutricionistas e empresas estdo agora organizando foruns
sobre 0 assunto para tentar fazer com que a ANVISA reveja sua posicdo. Este fato sinaliza a
necessidade ampliar os conhecimentos sobre os efeitos fisioldgicos dessa substancia. Assim,
torna-se interessante especular quanto a interferéncia da creatina no balanco ataque
oxidativo/mecanismos de defesa antioxidante bem como no metabolismo energético do
organismo no exercicio, em condi¢des controladas.

Dessa forma, a proposta desta revisdo € discutir os efeitos da suplementacdo com creatina
em conjunto com o exercicio, além do seu possivel papel protetor contra a formacdo de espécies

reativas de oxigénio.
EXERCICIO FISICO E ESTRESSE OXIDATIVO

Radical livre é definido como qualquer atomo, molécula ou fragmento de molécula
contendo um ou mais elétrons desemparelhados na sua Gltima camada de valéncia (Halliwell e

Gutteridge, 1989; Silveira, 2003). Exemplos de radicais livres sdo o, proprio oxigénio molecular
(02), radical hidroxila (OH_), radical anion superéxido (O2e-), radical peroxi (ROO), radical
alcoxi (RO) e oxido nitrico (NO) (Pereira e colaboradores, 1994; Yu, 1994). Destes radicais

livres, 0 OH e 0 O2+—possuem uma grande importancia biologica porque sao formados em varias

situacOes durante o processo normal ou exacerbado de reducéo o O,no interior das mitocondrias

(Benzi, 1993); durante a metabolizacdo de bases purinicas no ciclo de Lowenstein (Lowenstein,

1990); ou devido a reducdo do perdxido de hidrogénio (Hzoz) pelo O2.— catalizado por redutores

2+ +
como o Fe e Cu ou ascorbato (Yu, 1994).
Existem, também, compostos igualmente reativos quanto os radicais livres, que néo

possuem elétrons ndo pareados na Ultima camada e, portanto, ndo podem ser chamados de
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radicais livres. Essas substancias sdo classificadas de maneira mais ampla como espécies reativas

de oxigénio (EROS) ou espécies reativas de nitrogénio (ERNS) e incluem o peroxido de
hidrogénio (Hzoz)’ 0 cation nitrosonium (NO+), anion nitroxila (NO-) e 0 peroxinitrito (ONOO_)

(Pereira e colaboradores, 1994; Halliwell e Gutteridge, 1989; Cooper e colaboradores, 2002).

A maior reatividade exibida pelos radicais livres, comparativamente a outros elementos é
consequéncia do menor tempo de vida — média que possuem. Os radicais OH e 0 O2+— possuem

-9 -6 -2
vida média de 1x10 e 1x10 segundos respectivamente, enquanto o H.O,, superior 10

-2
segundoseooz, superior a 10 segundos (Yu, 1994). Esta meia vida extremamente curta

deve-se a instabilidade eletrénica que apresentam. Isto resulta na possibilidade de extrairem
elétrons de outras moléculas com quais venham a colidir, promovendo formacdo de outras
espécies radicalares, como por exemplo, os radicais ROO e RO, formados durante a
lipoperoxidagdo das membranas celulares (Halliwell e Gutteridge, 1989).

Para se protegerem contra oxidacdo os organismos dispdem de mecanismos quimicos e
enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com propriedades antioxidantes consumidas na
dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno, selénio, cobre, zinco, acido ascérbico,
glutationa reduzida (GSH), entre outros diminuem a acdo toxica das EROS produzida intra e
extracelularmente (Yu, 1994).

O principal sistema de defesa antioxidante é constituido por enzimas antioxidantes como
as superdxidos dismutase (SOD) (CuzZn-SOD - citosélica e extracelular, Mn-SOD -
mitocondrial), catalase (CAT) (heme-enzima) e glutationa peroxidase (GSH-GPx) (dependentes e

ndo dependentes de selénio) para decomporem respectivamente o anion O2e—, HZO2 e

lipoperoxidos (Yu, 1994). Apesar de essas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesbes
oxidativas por EROS, os organismos podem vivenciar situagdes onde a protecdo é insuficiente.
Quando acontece um desbalancgo entre a producdo de EROS e defesa antioxidante se estabelece
uma situacao de estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 1989).

O exercicio fisico € uma condigdo que exerce influéncia no balanco entre ataque oxidativo

e 0s mecanismos de defesa antioxidante. Durante os exercicios fisicos, ocorrem vérias reacoes
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quimicas que levam a formacdo de radicais livres tais como O, OH, 02+—, ROO, RO e NO

(Pereira e colaboradores, 1994).

Aumento na peroxidacao lipidica tem sido relatado apos o exercicio (Alessio e Goldfarb,
1999; Miyazaki e colaboradores, 2001), embora nem sempre seja constatado (Selman e
colaboradores, 2002; Viinikka e colaboradores, 1984). O aumento na peroxidacao lipidica parece
ser tecido especifico. Avula e Fernandes, 1980, constataram reducdo da peroxidacgéo lipidica nos
rins e nas glandulas salivares e aumento da mesma no figado de camundongos treinados por
corrida em esteira analisados em repouso, em compara¢do dos sedentarios. Nenhuma diferenca
foi constatada no musculo esquelético e cardiaco entre dois grupos. Radak e colaboradores
(1999), também ndo verificaram qualquer diferenca nos niveis de peroxidacdo lipidica no
musculo esquelético de ratos treinados por natacdo e sedentarios, analisados em repouso. As
concentracdes de pentano e etano apareceram duas a trés vezes mais elevadas do que em valores
de repouso em homogeizados de figado e musculo esquelético de ratos depois da corrida até
exaustdo (Gee e colaboradores, 1981). Alessio e Goldfarb,1980, constataram pequeno aumento
na peroxidacdo tanto no figado quanto no musculo esquelético de ratos apOs exercicio
subméaximo decorrida em esteira.

Em contrapartida, o treinamento fisico de intensidade moderada é um procedimento que
favorece a homeostase oxidativa das células e tecidos, por diminuir os niveis basais de danos
oxidativos e aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo (Di Meo e Venditti, 2001; Cooper e
colaboradores, 2002). O exercicio regular resulta em adaptacdes na capacidade antioxidante, as
quais protegem as células contra os efeitos deletérios das EROS, prevenindo danos celulares
resultantes (Aguilo e colaboradores, 2003). Além disso, estudos recentes mostram que EROS

produzido endogenamente, possivelmente HZOZ, podem desempenhar um papel importante na

ativacdo do transporte de glicose induzido pela contracdo muscular (Sandstrom e colaboradores,
2006).

Para proteger os tecidos contra danos causados pelos radicais livres produzidos durante o
exercicio fisico as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GSH-GPx parecem responder de
maneira adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6rgdos de animais e seres humanos

treinados (Pereira e colaboradores, 1994). Isso ocorre principalmente em treinamento do tipo de
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endurance (Sen e colaboradores, 2001; Miyazaki e colaboradores, 2001; Avula e Fernandes,
1999). Por outro lado existem também relatos de aumento da peroxidacgdo lipidica associada a
ndo compensacdo completa ou reducdo de componentes do sistema antioxidante (glutationa,
acido ascoérbico e atividade glutationa peroxidase) (Benzi, 1993; Ookawara e colaboradores,
2003).

Dados anteriores de nosso grupo de pesquisa (Aradjo e colaboradores, 2009) mostraram
que, em ratos treinados em exercicio de corrida em esteira rolante em intensidades 25% superior
a maxima fase estavel de lactato, ocorreu aumento da atividade da enzima catalase no figado, mas
ndo no sangue e nem no masculo gastrocnémio. O treinamento também aumenta a expressao das
“heat shock proteins” (HSPs), proteinas com fung¢do de reparos de danos teciduais (Siu e
colaboradores, 2004), no musculo esquelético e cardiaco, sendo capaz de reduzir a ocorréncia de
apoptose (morte celular programada) em ratos submetidos ao treinamento aerébio moderado, por
diminuir os niveis de genes pro-apoptoticos e aumentar os niveis de genes anti - apoptoticos (Siu

e colaboradores, 2004).

SUPLEMENTACAO COM CREATINA

A creatina € o mais popular suplemento alimentar supostamente ergogénico (Volek e
colaboradores, 1999). Evidéncias para aumentos na massa magra corporal, for¢a, poténcia e
resisténcia acham-se amplamente divulgadas na literatura (Casey e colaboradores, 1996; Volek e
colaboradores, 1999; Smith e colaboradores, 1998). Contudo, as evidéncias diretas suportando
tais efeitos ergogénicos, séo inconsistentes (Terjung e colaboradores, 2000) e muitos estudos néo
focalizam de maneira critica 0os mecanismos bioquimicos de acdo dessa substancia.

A suplementagdo parece aumentar as concentra¢fes plasmaticas (Schedel e colaboradores,
1999) e intramusculares de creatina, conforme determinado por técnicas bioguimicas e de
imagem de ressonancia magnetica, embora a carga ndo seja consistente (Snow e Murphy, 2003).
A suplementagdo com creatina pode, também, induzir ganho de peso, através de aumento da
massa magra corporal, sem efeito na massa gorda (Volek e colaboradores, 1999). Por outro lado,

a suplementacdo parece ndo aumentar a concentracdo de ATP muscular de repouso, mas parece
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ajudar a manter os niveis de ATP durante um esforco fisico méximo (Greenhaff e colaboradores,
1993).

O efeito ergogénico pode ser especifico, para certos tipos de esforco fisico, exercicios
repetitivos (intermitentes), de alta intensidade, curta duracdo e com periodos de recuperacao
muito curtos (American College, 1999). E possivel, ainda, a suplementag&o com creatina permitir
ao atleta se engajar em treinamento mais intenso, o qual poderia, eventualmente, resultar em
melhora do desempenho fisico (Kreider, 1998). A suplementacdo com creatina parece ser menos
eficaz para o aumento do desempenho fisico em esportes de endurance (American College,
1999).

A suplementacdo para atletas é feita na forma de creatina monoidratada, dissolvida em
agua. A quantidade armazenada de creatina durante a suplementacao € variavel. Isso sugere que a
captacdo desta substancia é dependente de diferentes fatores, incluindo diferencas na composicédo
da dieta, conteddo muscular inicial deste composto, género, composicdo de fibras musculares
(Guerreiro-Ontiveros e colaboradores, 1998).

O consumo de creatina junto com glicose, cerca de 100 g, aumenta o conteudo muscular
deste composto em aproximadamente 10% (Green e colaboradores, 1996). Ocorre elevacdo da
captacdo de creatina pela fibra muscular, assim, a ingestdo conjunta com o carboidrato simples
pode aumentar o efeito ergogénico. O processo parece ser mediado pela insulina, que estimularia

+ o+ +
a enzima ATPase da bomba de Na /K , a qual promoveria transporte simultaneo de Na /Creatina,

duas moléculas de sddio para cada uma de creatina, para manter ou restaurar o gradiente normal

de Na+ e o potencial de membrana (Odoom e colaboradores, 1996).

Apos a ingestdo de 5 g de creatina, a concentragdo plasmatica aumenta de 50 - 100
mmol/L para mais de 500 mmol/L, uma hora apds o consumo (Harris e colaboradores, 1992).
Doses diarias de 20 g (divididas em quatro ou cinco vezes), por um periodo de cinco a sete dias,
geralmente elevam o contetdo total desta substancia no masculo em cerca de 10 a 20% (Kreider,
1998). Contudo, tem sido relatado que quantidades menores, 3 g/dia por 30 dias, apresentam o
mesmo efeito (American College of Sports Medicine, 1999). Assim, altas doses (20 g/dia) seriam

desnecessérias para aumentar o conteido muscular de creatina. Aproximadamente um terco da
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creatina extra que ingressa no musculo é fosforilada (Balsom e colaboradores, 1995) e o restante
predomina na forma livre (Vandenberghe e colaboradores, 1997).

Se por um lado séo diversas as pesquisas relevando melhora do desempenho fisico e/ou
mudangas na composic¢édo corporal em atletas em funcdo da suplementacdo com creatina (Balsom
e colaboradores, 1995; Volek e colaboradores, 1999), por outro, estudos bem controlados né&o
tém evidenciado alteracdes significativas no desempenho, ap6s esta suplementagdo (Dawson e
colaboradores, 1995). Consequentemente, embora possa ser evidenciada alguma vantagem
decorrente da suplementacdo com este composto, nem todo individuo que consome tal substancia
seré necessariamente beneficiado com um melhor desempenho desportivo.

Em extensa revisdo, Kreider (1998), aponta resultados menos efetivos da suplementacéo
com creatina nas seguintes situacdes: quando consumida em quantidade inferior a 20 g/dia e por
um periodo inferior a cinco dias; quando consumida em doses baixas (2-3 g/dia), sem o periodo
de carga inicial (dose alta); em estudos com um numero limitado de individuos; e quando o
exercicio maximo (sprint) foi realizado com periodos muito curtos ou muito longos de
recuperacdo entre os sprints. Demant e Rhoodes (1999) propuseram que as pessoas poderiam ser
separadas nas categorias “responsiva” e “ndo responsiva” a variadas doses, formulas e frequéncia
de administracdo da creatina (Terjung e colaboradores, 2000). E possivel também que alteragtes
em sistemas de retroalimentagdo negativa tais como “downregulation” dos transportadores de
creatina (Benzi, 2000) ou da respiracdo mitocondrial influenciem a eficacia da suplementacéo
com creatina.

O ganho de massa muscular pode ser resultado de aumento do contetdo de agua, via
elevacdo da osmolaridade, de aumento do conteudo de miofibrilas ou de ambos (Demant e
Rhodes, 1999). Se aumentos da proteina total e da proteina miofibrilar realmente ocorrem com a

suplementacdo com cretina, 0S mecanismos séo incertos (Jones e colaboradores, 1999).
CREATINA E ESTRESSE OXIDATIVO
Creatina € um produto distal do metabolismo dos aminoacidos glicina e arginina,

produzindo guanidinoacetato e ornitina, que participam do ciclo da uréia. Arginina é também

substrato para a familia 6xido nitrico sintase e pode estimular a producéo de 6xido nitrico, radical
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livre que modula metabolismo, contratilidade e captacdo de glicose pelo musculo esquelético
(Reid, 2001).

Certos aminoacidos, como histidina, metionina e cisteina sao especialmente susceptiveis a
oxidacdo por radicais livres (Grune e colaboradores, 1997). Na verdade, os grupamentos sufidril
da cisteina sdo modulador redox para “turnover” e fungdo de muitas proteinas, capazes de
proteger o grupamento sulfidril das proteinas e de melhorar o desempenho muscular (Reid,
2001).

Os efeitos antioxidantes da creatina podem derivar de diferentes mecanismos de acdo:
estabilizacdo de membranas celulares e melhora na capacidade energética da célula, também
conhecidos como mecanismos indiretos (Wyss e Schulze, 2002) e propriedades antioxidantes
diretas a ela atribuidas (Lawler e colaboradores, 2002).

Recentemente, foi testado o potencial da creatina em agir de forma direta na remocéo de
espécies reativas de oxigénio (Matthews e colaboradores, 1998). Lawler e colaboradores, 2002,
concluiram que a creatina desempenha um papel antioxidante primério significativo. Trabalhando
com técnicas in vitro, esses autores encontraram uma relacdo dose-resposta direta da

concentracdo de creatina com a capacidade de remocao de anion superdéxido (O2+-), peroxinitrito

(OONO_) e acido 2,2’-azino-bis (3-eetilbenzotiazolino-6-sulfénico (ABTS+). Por outro lado, a
creatina ndo mostrou significante atividade antioxidante contra hidroperéxidos como o perdxido

de hidrogénio (H ,0 2), dados estes que demonstram sua seletiva capacidade antioxidante.

Sestili e colaboradores (2006), também consideram que a creatina exerce atividade
antioxidante direta em células em cultura expostas a diversos agentes oxidativos. Esses autores
demonstraram que a creatina, em doses similares as encontradas no plasma ap06s suplementacao,

exerce atividade citoprotetora antioxidante em trés diferentes linhas de células contra trés
diferentes agentes oxidativos: H ,0,, OONO e tB-OOH. Além disso, a citoprotecdo encontrada

foi independente do estado antioxidante da célula, avaliado pela atividade das enzimas
antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, sugerindo a interagdo direta entre creatina e
agentes oxidantes e/ou radicais livres.

Souza Jr e Pereira (2005), estudando os efeitos de diferentes tipos de exercicio sobre a

peroxidacdo lipidica, concluiram que individuos que realizaram treinamento forga/hipertrofia
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associado, ao consumo de creatina apresentaram quimiluminescéncia urinaria, que indica a
concentracdo de carboxilas excitadas e refletem a extensdo do processo de peroxidacao lipidica
tecidual, significativamente menor (43%) comparado com o grupo placebo, sugerindo a
existéncia de efeitos antioxidantes protetores dessa substancia sobre a quimiluminescéncia
urinéria.

Vergnani e colaboradores (2000) demonstraram papel protetor para o precursor de
creatina, arginina, contra o estresse oxidativo imposto pelo LDL oxidado em células endoteliais.
Dados adicionais indicam que a arginina pode varrer radicais livres como anions superéxido (Wu
e Meininger, 2000). Matthews e colaboradores, 1998, propuseram que a suplementagdo com
creatina oferece protecéo antioxidante, direta ou indireta, contra danos metabolicos na doenca de
Huntington.

E possivel que a suplementacdo com creatina possa minimizar o aumento do efluxo de
hipoxantina a partir do musculo observado em séries repetidas de exercicio de alta intensidade
(Balsom e colaboradores, 1995) e o aumento do fluxo pela xantina oxidase (Hellsten e

colaboradores, 1997), enzima que gera anions superdxido e peréxido de hidrogénio.

CONSIDERACOES FINAIS

A literatura aponta que o0 exercicio regular resulta em adaptacdes na capacidade
antioxidante, as quais protegem as células contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo,
prevenindo danos celulares subsequentes.

Alguns estudos consultados apontam que, a suplementagdo com creatina tenha os efeitos
do treinamento fisico, uma vez que, agindo de forma direta ou indireta possa, apresentar
capacidades citoprotetora antioxidantes especificas.

Mais estudos sdo necessarios para ampliar os conhecimentos, acerca dos efeitos

antioxidantes da creatina.
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RESUMO

Este estudo objetivou analisar os efeitos do treinamento fisico sobre biomarcadores de estresse
oxidativo e do metabolismo glicidico no masculo esquelético de ratos. Ratos Wistar adultos (90
dias) foram treinados por corrida em esteira na velocidade equivalente & transicdo metaboélica
aerobio-anaerébia (TT) ou 25% superior essa (TS). Como controles foram utilizados ratos
mantidos sedentarios (S). Ndo houve diferenca entre os grupos quanto aos biomarcadores de
estresse oxidativos analisados (concentragcdo das substancias que reagem ao acido tiobarbitarico e
atividade catalase). Captacdo de glicose e Producdo de lactato foi reduzida em quanto que
Oxidacdo de glicose e Sintese de glicogénio ndo foi aumentada no grupo TS em relacdo aos
demais. O treinamento na intensidade 25% superior a transicdo metabdlica aerobio-anaerdbia

induziu adapta¢des no metabolismo glicidico muscular na auséncia de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Metabolismo, Treinamento fisico
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ABSTRACT

This study aimed to analyze the effects of physical training on biomarkers of oxidative stress and
glucose metabolism in skeletal muscle of rats. Wistar rats (90 days) trained by treadmill running
at the speed equivalent to the metabolic transition aerobic-anaerobic (MT) or 25% above it (AT).
As controls, rats maintained sedentary (S) were used. There was no difference between the
groups regarding the biomarkers of oxidative stress analyzed (amount of substances that react
with thiobarbituric acid and catalase activity). Glucose uptake and Lactate production were
reduced and Glucose oxidation and Synthesis Glycogen were increased in the AT group
compared to the others. The training at 25% intensity above the aerobic-anaerobic transition
induced adaptations in muscle glucose metabolism in the absence of oxidative stress.

Key words: Oxidative stress, Metabolism, Physical training

INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sao formadas durante o metabolismo normal, por
processos enzimaticos e nao enzimaticos, e, cronicamente, causam danos a lipidios, proteinas e
acidos nucléicos celulares (HALLIWELL et al., 1989). Nas fibras musculares, as EROs, quando
produzidas em baixas concentracdes, exercem importantes papéis fisiologicos, como aumento da
permeabilidade ao Ca** (ANDRADE et al., 1998), aumento da forca de contratibilidade (REID et
al., 1992) e regulacdo da expressdo génica (SCHERECK et al., 1992) e metabolizacéo da glicose
(ROBERTS et al., 1997). As contracBes musculares podem, também, aumentar a formacdo de
oxido nitrico (NO), uma vez que altos niveis de 6xido nitrico sintase (NOS) foram encontrados
em fibras musculares (KOBZIK et al. 1994). A excessiva producdo de EROs e NO pelas fibras
musculares, durante o mecanismo de contracdo, contribuem significativamente com a reducédo da
forca contréatil (REID et al. 1992; REID et al. 2001), acelera os processos de fadiga (ANDRADE
et al., 1998; GALLER et al., 1997) bem como contribui para o aumento de lesbes musculares
(ALESSIO et al. 1988; CLANTON et al., 1999).

Para se protegerem contra os danos oxidativos causados pelas EROs, os organismos
contam com mecanismos quimicos e enzimaticos. O principal sistema de defesa antioxidante é

constituido por enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase [SOD] (CuzZn- SOD-
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Citosolica e extracelular e Mn-SOD-mitocondrial), a catalase [CAT] (CAT-heme-enzima) e a
glutationa peroxidase [GSH-GPx] (dependente e independente de selénio), para decomporem o
anion superdxido (0O2+-), peroxido de hidrogénio ( H20,) e hidréxidos (YU, 1994).

Durante o exercicio fisico, ocorrem varias reacfes quimicas as quais implicam na
formacédo das EROs e NO. Para proteger os tecidos contra possiveis danos causados pelas EROs,
as enzimas antioxidantes como SOD, CAT e GSH-GPx, parecem responder de maneira
adaptativa, elevando suas atividades nos tecidos e 6rgdos de individuos treinados (AVULA et al.,
1999; PEREIRA et al., 1996), embora haja contradi¢cdes (PRADA et al., 2004).

O presente estudo foi delineado para avaliar os efeitos do treinamento fisico em
intensidade equivalente a transicdo metabolica aer6bio-anaerdbia e 25% superior a esta, sobre
biomarcadores de condicionamento aerdbio, estresse oxidativo e metabolismo glicidico muscular

em ratos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, no inicio do
experimento, e que tiveram livre acesso a agua e ao alimento (ragdo comercial para roedores). Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, medindo 37,0 x 31,0 x 16,0cm, (5
animais por gaiola) sob condi¢bes de temperatura (25°C) e ciclo claro/escuro (12h / 12h)
controladas. Todos os experimentos envolvendo animais foram analisados e aprovados pelo
Comité de Etica para Experimental Animal da Universidade de Taubaté — UNITAU (registro
CEEA/UNITAU n° 018/08).

Grupos experimentais
* Sedentarios (S) — ndo submetidos ao exercicio (n=12);
* Treinados Transigdo Metabodlica (TT) — submetidos ao treinamento de corrida em esteira
rolante, na velocidade equivalente a transicdo metabdlica aerdbia / anaerdbia, 40 min por dia, 5

dias por semana, durante 8 semanas (n=12);
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* Treinados acima da Transicdo Metabdlica (TS) — submetidos ao treinamento em velocidade
25% superior & transicdo metabolica aerdbia / anaerdbia, 40 min por dia, 5 dias por semana,
durante 8 semanas (n=12).

Todos os protocolos desenvolvidos com os animais foram aplicados no periodo noturno,
entre 19:00 e 20:00h.

Selecdo dos ratos corredores e adaptacdo a esteira rolante

Previamente ao experimento, foi feita uma selecdo dos ratos naturalmente “corredores”. Nas
trés semanas que antecederam o periodo de treinamento, os animais foram adaptados a corrida em
esteira, em velocidades e tempos progressivos para posteriormente terem a transicdo metabolica

aerobio-anaerdbia avaliada por meio da determinacdo da MFEL.

Determinacéo da transicdo metabdlica aerdbia / anaerdbia

Foi efetuada por meio da deteccdo da méaxima fase estdvel de lactato (MFEL). Para
determinacdo da MFEL, foram realizadas séries de exercicio de 25 minutos através de corrida em
esteira rolante, em diferentes velocidades fixas a cada série, com intervalos de 48 horas entre elas
e coleta de sangue a cada 5 minutos, para dosagem de lactato. A concentracdo sanguinea de
lactato equivalente @ MFEL foi obtida na maior velocidade de corrida onde ndo foi observada
variacdo desse substrato acima de 1,0mmol/L entre 10 e 25 min de exercicio (MANCHADO et
al., 2005). A concentracdo de lactato sanguineo foi determinada por método enzimatico descrito
por Engels et al. (1978).

Obtencéo de material bioldgico

Quarenta e oito horas ap0s a realizacdo da Ultima sessdo de exercicio (grupos treinados),
os animais foram anestesiados com tiopental sodico (40mg/kg de peso corporal, intraperitoneal)
e, logo apds, o sangue (8ml) foi coletado a partir da veia hepética. Foram, também, coletadas

amostras da porcdo mista do muasculo gastrocnémio para avaliacdo dos seguintes biomarcadores:
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atividade da enzima catalase (CAT) e produtos que reagem ao acido tiobarbitdrico (TBARS).
Fatias do masculo séleo foram isoladas para avaliacdo das taxas de oxidacdo e captacdo de

glicose, sintese de glicose, concentracdo de glicogénio e producdo de lactato.

Biomarcador de peroxidacdo lipidica: concentracdo dos produtos que reagem ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

Para quantificar os produtos da peroxidacdo lipidica, utilizou-se 0 método de anélise da
formacdo de substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico (TBARs). Este método consiste na
analise dos produtos finais da peroxidacéo lipidica (peroxidos lipidicos, malondialdeido, e outros
aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagirem com o acido 2-tiobarbitdrico (TBA), formam
bases de Schiff. Esses complexos sdo coloridos e sua concentracdo pode ser determinada
espectrofotometricamente a 5nm, ou por fluorescéncia a 515nm de excitagdo e 555nm de emisséo
(OKAWA et al., 1979).

Biomarcador do sistema de defesa antioxidante: atividade da enzima catalase (CAT)

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos adicionando-se as
amostras dos tecidos a tampdo fosfato 50 mM e perédxido de hidrogénio (H,O,) 10mM, (AEBI,
1984). A queda nos valores de absorbancia do H,O, é seguida espectrofotometricamente a
240nm, segundo a reagéo:

CAT
H,O, H?Q + 0,

O calculo da atividade da catalase foi feito pela seguinte equacdo: (2,3/At). (a/b). (log
Ai/A;), onde: a = volume de amostra na cubeta; b = volume total da cubeta; A; = valor da
absorbancia em t=0 e A, = os valores da absorbancia no tempo final que, em nosso caso, se deu

aos 15 segundos apo6s o inicio da reagdo (AEBI, 1984).
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Indicadores do metabolismo glicidico muscular: oxidacéo e captagdo de glicose, sintese
de glicogénio e producéo de lactato pelo musculo séleo

O mdasculo séleo direito foi isolado com o minimo de lesdo possivel e fatias longitudinais,
pesando entre 25 e 35 mg, foram colocadas em frascos de cintilagdo com capacidade de 20ml
siliconizados, contendo 1,5 ml de tampédo Krebs-Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados
com tampas de borracha, selados com anel plastico e submetidos a 30 minutos de pré-incubacéo
sob agitacdo em banho tipo Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/5%).
Apos esse periodo, as fatias musculares foram transferidas para novos frascos de cintilagdo em
cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha com uma haste reta de
aproximadamente trés cm de comprimento, esta inserida nas tampas de borracha do frasco
externo.

Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampéao Krebs-ringer e cada frasco interno 700ul
de hiaminalOx. Ap6s 60 minutos de incubacdo nesse sistema, com gaseamento durante os 15
primeiros minutos, foram adicionados 100ul de acido tricloroacético (TCA) 25% ao frasco
externo, visando a liberacdo de CO,. Essa preparacdo foi mantida por mais 3 horas no sistema,
porém, com a fatia do musculo fora do alcance da solucdo com TCA. Decorrido esse tempo,
200ul do liquido contido no frasco interno foram retirados para a determinagdo do CO,
produzido. O meio de incubacdo acidificado, contido no frasco externo, foi armazenado para a
determinacdo do lactato e a fatia de musculo imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para
extracdo (SJORGREEN et al., 1938) e dosagem (DUBOIS, et al., 1956) do glicogénio muscular.
A temperatura na pré-incubacio e incubacio sera de 37° C.

O tampdo Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubacéo e incubagéo, foi constituido de:
NaCl 06%, NaHCO3 019%, HEPES 6,64mM, KCI 0,032%, CaCl, 1,14nM, KH,PO4 0,015%,
MgSQO, 0,03%. A solucdo assim preparada foi gaseada durante 20 a 30 minutos em O,/CO;
(95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solucdo foram adicionados 20 volumes de albumina
sérica bovina livre de gordura (BSA). Ao meio de pré-incubacéo foram adicionados piruvato de
sodio para concentragdo de 5 mM e glicose (5,5mM) contendo [U-'*C] glicose (25 uCi/mL), [3H]
2-deoxiglicose (0,5 uCi/mL) e insulina (100 mU/mL). Feitas as adi¢des, o pH foi ajustado a 7,4 e

os meios transferidos para os frascos, os quais foram selados e equilibrados no banho a 37° C sob
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gaseamento em O,/CO, (95%/5%) durante pelo menos 15 minutos. Fatias do mesmo musculo,
com peso semelhante aquelas incubadas, foram utilizadas para determinacdo da concentracéo
controle de glicogénio.

Foram avaliadas captacdo de glicose utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporacdo do *C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do H da 2 DG *'C da
glicose, respectivamente, através de contador de particula beta. O lactato radioativo liberado no
meio de incubacdo foi determinado por separacdo de metabdlicos em coluna de troca idnica
(Dowex-2, Sigma). Para a estimativa da glicose oxidada (producdo de CO,), foi determinada a
radioatividade do **C presente no liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de
incubagdo (NUNES et al., 2005).

Analise estatistica
A andlise estatistica foi feita por ANOVA one way e aplicacdo do teste post-hoc de

Newman - Keuls, onde adequado, com nivel de significancia pré-fixada em 5%.
RESULTADOS

Indicador de condicionamento aerdbio

Os valores de lactato sanguineo, durante o teste de esfor¢o, para determinacdo da MFEL
encontrados no inicio do experimento, referentes a um rato, a titulo de exemplo, encontram-se na
Figura 1. Para esse animal, a MFEL ocorreu na velocidade de 25m/min a concentragdo de
3,10+0,31mmol/L de lactato sanguineo. Considerando-se todo o lote de animais avaliados, a
maior parte (55%) dos animais obtiveram a MFEL na velocidade de 25m/min a concentracao de

4,38+0,22mmol/L de lactato sanguineo.
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Teste de esfor¢o no inicio do experimento
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Figura 1- Concentracdo de lactato sanguineo (mmol /L) de um animal, a titulo de exemplo, durante teste
de esforgo para determinagdo da Méxima Fase Estavel de Lactato no inicio do experimento. Para esse
animal, a MFEL ocorreu na velocidade de 25m/min a concentragdo de 3,10 + 0,31 mmol /L de lactato
sanguineo.

Os valores de lactato sanguineo durante o teste de esforco para determinar a MFEL ao final do
experimento, referentes a um rato de cada grupo, a titulo de exemplo, encontram-se na Figura 2.
Considerando-se todo lote de animais sedentarios, avaliados ao final do experimento, a maioria
(73%) obteve a MFEL na velocidade de 20m/min a concentracdo de 4,83 + 0,67 mmol /L de
lactato sanguineo. No que se refere aos animais treinados na intensidade equivalente a transicéo
metabolica (TT), a maior parte dos animais (64%) obteve a MFEL na velocidade de 25m/min a
concentragdo de 3,10 + 0,27 mmol /L de lactato sanguineo. Em relagdo aos animais treinados na
intensidade superior a transicdo metabdlica (TS), a maior parte desses animais (55%) obteve a
MFEL na velocidade de 25m/min a concentragéo de 3,36 + 0,62 mmol /L de lactato sanguineo.
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Teste de esforco ao final do experimento
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Figura 2. Concentracdo de lactato sanguineo (mmol/L) de um animal de cada grupo, a titulo de exemplo,
durante teste de esfor¢o para determinacdo da Maxima Fase Estavel de Lactato ao final do experimento.
A) Grupo S; B) Grupo TT e C) Grupo TS. Para o rato pertencente ao grupo S, a MFEL ocorreu na
velocidade de 20m/min a concentracdo sanguinea de lactato de 4,90 + 1,02 mmol/ L. Para o rato do grupo
TT, a MFEL ocorreu na velocidade de 25m/min a concentragdo sanguinea de lactato de 3,37 + 0,67 mmol
/L. Para o animal do grupo TS, a MFEL ocorreu na velocidade de 25m/min a concentragdo sanguinea de
lactato de 4,16 + 0,74 mmol /L.
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Biomarcadores de Peroxidacéo Lipidica e Defesas Antioxidantes Musculares

Na Figura 3, sdo apresentados os valores da concentracdo das substancias que reagem ao
acido tiobarbitarico (TBARs) no musculo gastrocnémio dos animais ao final do experimento.
Né&o foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos.

A Figura 4 mostra os valores referentes a atividade da enzima catalase no musculo
gastrocnémio dos animais ao final do experimento. Também néo foram observadas diferencas

significativas entre 0s grupos.
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Figura 3 - Concentracdo de substancias que reagem ao acido tiobarbitrico (TBARs) no masculo
gastrocnémio dos animais ao final do experimento. Resultados expressos como média + desvio padrdo de

6 a 10 animais por grupo.
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Figura 4 - Atividade da enzima catalase (CAT) no musculo gastrocnémio dos animais ao final do
experimento. Resultados expressos como média + desvio padrdo de 6 a 10 animais por grupo. Diferengas
significativas (ANOVA p < 0,05/ post-hoc de Newman-Keuls)
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Indicadores do metabolismo glicidico muscular

A Figura 5 apresenta os valores da captacao e oxidacao de glicose, sintese de glicogénio e
producdo de lactato no musculo séleo dos animais ao final do experimento. Houve aumento
significativo na oxidagdo muscular de glicose dos animais TS em relacdo aos grupos TT e S. A
sintese de glicogénio apresentou aumento no grupo TS se comparado ao grupo TT. A captacao de
glicose apresentou diminuicdo no grupo TS quando comparado ao grupo S. A producdo de
lactado apresentou diminuicdo no grupo TS em relacdo ao grupo TT. A concentracdo de

glicogénio néo apresentou diferencas significativas entre os grupos avaliados.
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Producéo de Lactato
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Figura 5 - Captacdo e oxidacdo de glicose, sintese de glicose, concentracdo de glicogénio e producéo de
lactato no musculo s6leo dos animais ao final do experimento. Diferengas significativas (ANOVA p.<
0,05/teste de Newman-Keuls) a— TSxX TT,b-SxTS.

DISCUSSAO

Modelos animais fornecem condi¢des apropriadas para pesquisas referentes a mecanismos
celulares e moleculares envolvidos nas adaptagdes metabdlicas ao exercicio, 0s quais ndo seriam
viaveis de outra forma. Sdo escassos na literatura estudos que relacionam metabolismo muscular,
mecanismos de estresse oxidativo e intensidade do esforco durante o exercicio em modelos
experimentais. No presente estudo foram averiguados os efeitos do treinamento fisico em duas
intensidades sobre o metabolismo glicidico e marcadores de estresse oxidativo musculares em
modelos utilizando ratos.

A maior parte dos ratos avaliados no inicio do experimento apresentaram a transi¢ao
metabdlica aerébia — anaerdbia na velocidade de 25m/min, & concentracdo média de lactato
sanguinea de 4,38mmol/L. Tal resultado mostrou-se semelhante aos obtidos em estudos prévios,
0S quais utilizaram o teste da MFEL de corrida em esteira rolante em animais sedentarios e
eutroficos (GOBATTO et al., 1991).

Para avaliar a eficacia do protocolo de treinamento como ferramenta para a melhoria do
condicionamento aerobio dos animais, analisou-se ao final do experimento, a concentracdo de
lactato sanguineo dos animais pertencentes aos grupos S, TT e TS durante a realizagdo de um
segundo teste, para identificagdo da transicdo metabolica. Os valores de lactato sanguineo,

obtidos nesse teste, mostraram-se mais elevados no grupo S quando comparados aos grupos



48

treinados TT e TS. Nao houve diferencas entre os dois Gltimos. No que diz respeito as
velocidades de corrida, estas se mostraram inferiores no grupo S em relagéo aos grupos TT e TS
e sem diferencas entre os dois ultimos.

Durante o exercicio, a concentracdo sanguinea de lactato é dependente da razao entre a
velocidade em que esse substrato € produzido pelo musculo esquelético e a velocidade com que o
mesmo €é removido da corrente sanguinea (WASSERMAN et al.,, 1986). Os mecanismos
envolvidos no acumulo de lactato durante o exercicio sdo diversos, sendo o0 aumento da
intensidade do exercicio uma de suas principais causas (MCARDLE et al., 2002).

Os resultados dos testes de esforco, efetuados imediatamente apds o final do periodo de
treinamento, mostraram que 0s protocolos utilizados no presente estudo levaram a uma reducéo
do acumulo de lactato sanguineo durante o exercicio. Isso indica que 0s protocolos de corrida por
nos utilizados foram eficazes em melhorar o condicionamento aerobio dos animais. Acreditamos
que a melhora no condicionamento aerébio observado no presente estudo deveu-se, além de
adaptacGes do protocolo, ao fato dos ratos terem sido treinados no periodo noturno, aproveitando-
se dos seus habitos naturais. MANCHADO et al (2007), evidenciaram que o ciclo de
luminosidade promoveu alteracdes na avaliacdo de performance fisica de ratos, especialmente
nas respostas aerdbias, sendo o periodo de escuriddo associado a valores elevados de capacidade
aerdbia.

Sabe-se que niveis de EROs em excesso promovem efeitos deletérios sobre a funcdo
celular tais como peroxidacao lipidica (HALLIWELL et al., 1989), enquanto niveis fisiol6gicos
dessas substancias sdo requisitos para diferentes vias de sinalizacdo celular (MURRANT et al.,
2001; GOLDSTEIN et al. 2005). Em estudos experimentais, a peroxidacao lipidica pode ser
aferida por meio da doseagem dos produtos que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARS).
Resultados de inimeros estudos envolvendo a mensuracdo de TBARs gerada pelo exercicio em
orgaos e tecidos de diferentes modelos animais sdo, ainda, contraditérios (PRADA et al., 2004;
GALLER et al., 1997). As concentragdes de TBARs ndo apresentaram diferencas significativas
guando analisadas no musculo gastrocnémio de todos os grupos do presente estudo.

Aumentos tanto na atividade celular como no ataque oxidativo, ocasionados pelo
exercicio, sdo menos deletérios quando sdo compensados por uma elevacdo da atividade dos

mecanismos celulares de defesa antioxidante. As EROs séo removidas por uma série de enzimas,
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iniciando-se pela superdxido dismutase (SOD), seguida pela catalase (CAT) e pela glutationa
peroxidase (GSH-GPx) (SILVEIRA, 2004). No presente estudo, ndo foram observadas alteracfes
significativas na atividade da enzima CAT no musculo gastrocnémio dos grupos treinados se
comparados ao grupo sedentario. Analisados em conjunto, os dados referentes a TBARS e a
atividade de CAT indicam que ambos os protocolos de treinamento néo interferiram na relagédo
ataque oxidativo / sistemas de defesa antioxidante muscular.

A questdo de interferéncia do treinamento na atividade das enzimas do sistema
antioxidante ainda ndo foi totalmente elucidada. Enquanto alguns autores demonstraram aumento
na atividade enzimatica antioxidante (CAT, SOD e GSH-GPx) em musculo esquelético induzida
pelo treinamento fisico (KINNUNEN et al., 2005; OKAWA et al., 1979), outros ndo constataram
alteracdes significativas na atividade das mesmas enzimas (ALESSIO et al., 1988). As respostas
das enzimas antioxidantes musculoesqueléticas parecem ser dependentes do ergémetro utilizado:
natacdo (KINNUNEN et al. 2005), corrida em esteira (ALESSIO et al. 2000; OKAWA et al.
1979) ou corrida em roda de atividade espontanea (MANCHADO et al. 2005); do protocolo de
exercicio continuo (ALESSIO et al., 1988) ou intermitente (ANDRADE et al., 1998; OKAWA et
al., 1979), assim como do tipo de fibra muscular (ANDRADE et al., 1998) e da espécie estudada:
rato (ALESSIO et al., 2000; OKAWA et al., 1979), camundongos (ATALAY et al., 1996) ou
outros mamiferos (MANCHADO et al.,, 2005). Além disso, as respostas das enzimas
antioxidantes ao treinamento parecem ser tecido dependente. Em estudo realizado por Avula e
Fernandes (1999), foi demonstrado que o treinamento fisico elevou a atividade da enzima
glutationa peroxidase no figado, rim, coracdo e musculatura esquelética, assim como a atividade
da glutationa peroxidase no figado e glandulas salivares. O musculo esquelético ndo foi alterado
quanto a estes aspectos nas condi¢des do presente estudo.

O exercicio fisico é conhecido por aumentar o transporte de glicose e melhorar a
tolerancia a glicose através do aumento da sensibilidade periférica a insulina (DELA et al., 1994;
CODERRE et al., 1995), especialmente no musculo esquelético.

O transporte de glicose para 0 musculo esquelético € regulado tanto pela insulina quanto
pela atividade contratil (HENDRICKSEN et al., 1996), por meio da translocacdo de uma
isoforma de transportadores de glicose, 0 GLUT 4 (EZAKI, 1997). A capacidade de transportar
glicose depende do contetdo muscular de GLUT 4 (HENDRICKSEN et al., 1996; EZAKI, 1997)
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e tanto os transportadores de glicose estimulados pela insulina (HENDRICKSEN et al., 1996)
quanto a proteina GLUT 4 (RODNICK et al., 1992; HOUMARD et al., 1995; EZAKI, 1997)
mostram-se aumentados no musculo esquelético apds o treinamento fisico.

Foi proposto que o aumento na producdo de EROs e de NO gerado pelo exercicio
estimula o transporte de glicose no musculo esquelético (ROBERTS et al. 1997). Ha evidéncias
de que o Oxido nitrico (NO) favorece o transporte de glicose por uma via diferente da via
mediada pela contragdo muscular (HIGAKI et al., 2001; ROBERTS et al., 1997). A idéia de que
EROs e NO produzido pela contracdo muscular favorecem o transporte de glicose ndo pode ser
considerada uma regra, uma vez que 0 aumento excessivo na producdo de agentes oxidantes, que
levam ao estresse oxidativo das fibras musculares, pode gerar consequéncias negativas, tais como
a resisténcia a insulina e diabetes mellitus (HOUSTIS et al. 2006). Dessa forma, para ampliar a
compreensdo dos efeitos do treinamento fisico efetuado na intensidade equivalente a transicdo
metabdlica e em intensidades 25% superior a esta avaliou 0 metabolismo da glicose no musculo
esquelético dos animais.

Os animais do grupo TS apresentaram valores inferiores de captacdo de glicose muscular
se comparados aos demais grupos. Por outro lado, as taxas de oxidacdo de glicose e de sintese de
glicogénio no musculo s6leo desses animais mostraram-se elevadas em relacdo aos animais
pertencentes aos grupos TT e S.

Maior sintese de glicogénio em musculos exercitados cronicamente tem sido reportada e
parece envolver processos complexos, incluindo diversos eventos regulatorios. HENDRICKSEN
et al. (1989) e HENDRICKSEN e RITTER (1993) verificaram aumento da atividade da enzima
glicogénio sintetase bem como reducdo da enzima fosforilase em consequéncia do treinamento.
HENDRICKSEN et al. (1996) encontraram relacéo direta entre aumento da glicogénese e maior
transporte de glicose por mecanismos insulinodependentes, os quais parecem envolver a presenca
de CA?" liberados nos processos contrateis do mlsculo. Além disso, REN et al. (1993)
observaram que 0 aumento intramuscular dos transportadores GLUT 1 e GLUT 4 implicaram em
maior transporte de glicose em reposta ao treinamento fisico. HENDRIKSEN et al. (1996)
propuseram que o aumento na taxa de sintese de glicogénio possa ter, entre outros fatores, relagdo

com a otimizagdo nos mecanismos envolvidos no transporte de glicose.
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No presente estudo, o treinamento realizado em intensidade superior a transicao
metabdlica aerdbio-anaerdbia promoveu reducdo da produgdo de lactato pelo musculo so6leo
isolado. Estudos envolvendo seres humanos relataram que individuos treinados apresentaram
aumento na capacidade de transporte de lactato da fibra muscular para a circulagdo sanguinea
(JACOBS et al., 1986). Essas observacGes foram também descritas por OYONO-ENGUELLE et
al. (1990), em seres humanos, e por GOBATTO (2001) em ratos, sendo que 0S MesSmMOS
associaram o aumento da concentracdo de lactato sanguineo, bem como menor concentracdo de
lactato no masculo, ao maior efluxo muscular desse substrato durante o exercicio fisico agudo
envolvendo individuos e animais bem condicionados.

ROTH (1991), em estudo realizado com ratos submetidos a diferentes velocidades de
treinamentos e resisténcia muscular, verificou aumento no transporte de lactato para o exterior do
tecido muscular. PILEGAARD et al. (1993) submeteram animais a programas de treinamento de
sete semanas, com aumento progressivo da intensidade do treinamento. Esses autores
verificaram, em vesiculas de sarcolemas gigantes, elevacdo no transporte de lactato do musculo
para a corrente sanguinea, correlacionando-se positivamente com a intensidade do treinamento.
BONEN e McCULLAGH (1994) submeteram camundongos ao exercicio agudo em esteira
rolante durante 60 minutos, com posterior retirada de amostras de muasculos para procedimentos
de incubagdo. Nesse trabalho, os autores verificaram aumento no transporte de lactato pelos
musculos sdleos anteriormente exercitados. No entanto, 0s reais mecanismos responsaveis por
esse fendmeno ainda ndo foram totalmente elucidados. Estes autores, assim como PILEGAARD
et al. (1993), sugeriram que o treinamento fisico pode aumentar a atividade do carreador de
lactato intracelulares ou, ainda, que o trabalho fisico regular induz a sintese de mais proteinas
carreadoras.

MCcCULLAGH et al. (1996) verificaram, também em vesiculas de sarcolemas gigantes,
que a estimulagdo elétrica muscular cronica é capaz de aumentar o transporte de lactato no
mausculo tibial anterior de ratos. O mesmo musculo de localizacdo contralateral dos animais foi
utilizado como controle. Os autores, por sua vez, sugeriram a existéncia de duas proteinas
transportadoras de lactato, MCT;, e MCT,, (transportadores de acidos monocarboxilicos), as quais
foram previamente encontradas em ovarios de hamsters chineses e figados de hamsters sirios,

respectivamente. Entretanto, essas isoformas apresentam cineticas de transporte diferentes no
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masculo, o que levou os autores a sugerirem a existéncia de uma isoforma especifica nesse
tecido. Isso j& havia sido mencionado por GARCIA et al. (1994), os quais verificaram a presenca
do MCT; no coragéo e no musculo vermelho, mas ndo no musculo branco. Sendo assim, era de se
esperar que houvesse um aumento dos valores do lactato liberado para 0 meio durante a
incubacdo do musculo séleo, fato que ndo foi observado no presente estudo. Em nosso estudo, a
de producdo de lactato pelo masculo soleo isolado, foi inferiores no grupo TS comparado aos
grupos TT e S. Uma vez que os animais treinados na intensidade equivalente a transicéo
metabolica (TT) apresentaram respostas semelhantes aos animais do grupo sedentario, nesse
mesmo parametro, podemos sugerir que apenas o treinamento fisico na intensidade superior a
maxima fase estavel de lactato influenciou o metabolismo glicidico dos animais. Isso pode
indicar diminuicdo da metabolizacdo da glicose pela via anaerobia latica no grupo TS ou, ainda,
um possivel redirecionamento desse substrato para a resintese de glicose e, consequentemente, de
glicogénio muscular.

As discrepancias observadas entre os resultados do presente estudo e aqueles relatados
previamente na literatura podem ser devidas, pelo menos em parte, as diferencas nos protocolos
de treinamento aplicados nos diferentes estudos. Analises em nivel molecular tornam-se

necessarias para elucidar tais respostas com mais exatidao.

CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo sugerem que, o treinamento fisico
realizado nas intensidades equivalente a transicdo metabodlica aerdbia - anaerobia e 25% superior
a esta, melhorou o condicionamento aerobio dos animais, uma vez que, durante o teste de esforgo
ao final do experimento, as concentracdes sanguineas de lactato foram obtidas em valores
menores nos grupos treinados em relacdo aos animais sedentarios. O treinamento na intensidade
superior a transicdo metabolica induziu adaptagdes no metabolismo muscular da glicose na
auséncia de estresse oxidativo. Estudos adicionais sd0 necessarios para 0S mecanismos
envolvidos na formacdo de EROs induzida pelo treinamento fisico e sua implicacdo no

metabolismo muscular e no condicionamento aerébio.
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Resumo

Este estudo examinou os efeitos do treinamento aerd6bio e suplementacdo de creatina
sobre biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratos. Ratos Wistar (90 dias) machos
adultos foram divididos em quatro grupos: treinado suplementado (TS), Treinado (T), Controle
suplementado (CS) e Controle (C). Ratos treinados correram em uma esteira por 40 minutos por
dia, cinco dias por semana, em velocidade equivalente a Méaxima Fase Estavel de Lactato
(MFEL) durante oito semanas. Ratos suplementados receberam creatina monoidratada cinco dias
por semana com uma dose de 1,5 g / kg de peso corporal, por gavagem, durante oito semanas.
Concentracdo sanguinea de creatina foi maior no grupo C do que nos outros grupos. A
quantidade de &cido tiobarbitarico (TBARSs) foi maior nos grupos CS e C do que nos grupos
treinados TS e T. A atividade da catalase foi maior no grupo CS e C do que nos grupos TS e T.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a atividade da superdxido

dismutase (SOD). Os resultados deste estudo sugerem que a atividade fisica diminui a
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peroxidacdo lipidica no figado dos ratos, independentemente da suplementacdo de creatina. No
presente estudo, essa adaptacdo ndo foi associada com 0s componentes do sistema antioxidante.

Palavras chaves: Biomarcadores, enzimas, esteira rolante, treinamento.
Abstract

This study examined the effects of aerobic training and creatine supplementation on
biomarkers of oxidative stress in the liver of rats. Ninety-day-old adult male Wistar rats were
divided into four groups: 1) Trained Supplemented (TS), 2) Trained (T), 3) Control
Supplemented (CS) and 4) Control (C). Trained rats ran on a treadmill for 40 min a day, 5 days a
week, at a speed equivalent to their individual Maximal Lactate Steady State (MLSS) for 8
weeks. Supplemented rats received creatine monohydrate 5 days a week at a dose of 1.5 g/kg
body weight by gavage for 8 weeks. Liver concentration of creatine was higher in group C than
in the other groups. The amount of thiobarbituric acid (TBARs) was higher in the CS and C
groups than in the trained groups, TS and T. Catalase activity (CAT) was higher in the CS and
C groups than in the TS and T groups. There was no significant difference between groups in the
activity of superoxide dismutase (SOD). The results of this study suggest that physical activity
decreases membrane lipid peroxidation in the liver of rats independently of creatine
supplementation. In the present study, this adaptation was not associated with the components of
the antioxidant system.

Key words: Biomarker, enzyme, treadmill running, training.

INTRODUCAO

Esta bem estabelecido que o exercicio fisico regular tenha muitos efeitos benéficos, e é
um meio eficaz para a prevengdo de doencas cronicas (Souza et al. 2006). No entanto, esses
efeitos benéficos sdo perdidos com o0 exercicio exaustivo. Exercicio exaustivo esporadicos

contribui para danos estruturais nos tecidos e 6rgaos. Esses efeitos sdo devidos, pelo menos em
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parte, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Gomes et al., 2008). Além disso, a
producdo de ROS pelo exercicio agudo ou crénico pode levar a respostas diferentes dependendo
do tipo de tecido, do 6rgdo e os seus niveis de antioxidantes enddgenos (Liu et al., 2000).

ROS sdo normalmente formados durante o0 metabolismo de lipidios e continuamente 0s
danos celulares, proteinas e acidos nucléicos (Halliwell e Gutterigde, 1984). Peroxidacdo de
acidos graxos insaturados, que fazem parte das membranas celulares pode resultar em uma
significativa perda de integridade da membrana e na geracdo de aldeidos e de substancias
potencialmente nocivas, que sdo alguns dos efeitos mais negativos do dano oxidativo (Tappel,
1973).

Para se proteger contra a oxidacdo, o organismo utiliza mecanismos antioxidantes. O
sistema antioxidante é constituido de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase (SOD;
Cu/Zn-SOD, citosolica e extracelular, Mn-SOD mitocondrial), catalase (CAT; CAT-heme-
enzima) e glutationa peroxidase (GP; selénio, dependentes e ndo dependentes), para decompor o
anio superoxido (O2+-), peroxido de hidrogénio (H,0,) e hidroxidos (Halliwell e Gutterigde,
1984).

Durante o exercicio, a producdo de ROS € aumentada como resultado do metabolismo
acelerado. Para proteger os tecidos contra os danos potenciais de ROS, enzimas antioxidantes
adaptativamente respondem durante o treinamento fisico, aumentando as suas atividades nos
tecidos e 6rgdos (Avula e Fernandes, 1999; Okawa et al, 1979;. Oztasan et al, 2004;. Lawler e
Poderes, , 1998). No entanto, outros pesquisadores relataram resultados conflitantes (Pereira et
al., 1994).

O estresse oxidativo (EO) altera a integridade dos componentes celulares e prejudica
todas as funcgdes celulares (Navarro e Sanchez, 1998). Em particular, as células do figado
necessidade de gerar grandes quantidades de energia para realizar suas diversas funcdes. A alta
taxa metabdlica do figado (200 kcal/ kg/tecido/ dia) esta diretamente associada a um alto fluxo de
elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial (Ogonovszk et al., 2005). No entanto, alguns desses
elétrons sdo desviados, produzindo ROS adicionais. Varios autores tém demonstrado que o
figado sofre aumento do estresse oxidativo apOs o exercicio (Navarro e Sanchez, 1998;

Ogonovszk et al, 2005). Em contraste, outros estudos tém relatado que a formacéo continua foi
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eficaz na reducdo do estresse oxidativo causado por vérias doencas (Pine et al 2007;. Aguiar et al,
2008).

Recentemente, foi relatado que a creatina pode exercer atividade antioxidante em sistemas
celulares in vitro. Sestili et al. (2006) analisou 0os mioblastos murinos cultivados e relatou que a
creatina ndo alterou a atividade da CAT ou GSH-GPx, mas apresentaram uma capacidade
antioxidante. Este efeito pode contribuir para a prevencdo do dano tecidual e fadiga in vivo.
Atualmente, tém sido formulados, dois possiveis mecanismos para explicar o efeito antioxidante
da creatina: 1) uma acdo indireta como tampao energético, devido a maior concentracdo de
fosfocreatina no tecido que pode diminuir a producdo de intermediarios e da degradacdo de
adenosina trifosfato (ATP), principalmente através do ciclo de purinas (Francaux et al, 2000), e
2) uma acao direta devido a presenca de arginina em sua estrutura molecular (Lawler et al. 2002).

No figado, os estudos clinicos para avaliar os potenciais efeitos da suplementacdo de
creatina se concentraram fortemente na sua capacidade de neutralizar anormalidades na funcéo.
Assim, se a suplementacdo de creatina é Util no contexto da fisiologia do figado durante o
exercicio fisico ainda é desconhecido. Portanto, este estudo teve como objetivo determinar os
efeitos do treinamento aerébio e suplementacdo de creatina sobre biomarcadores de estresse

oxidativo in vivo no figado de rato.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, 90 dias de idade, pesando 250-320 g no inicio do
experimento do experimento e 410-500 g no final que foram selecionadas e utilizadas para este
estudo. Durante todo o experimento, 0s animais receberam agua e racdo comercial (Labina-
Purina®) ad libitum. Os ratos foram alojados em gaiolas coletivas (cinco ratos por gaiola),
medindo 37,0 x 31,0 x 16,0 centimetros, em condicdo de temperatura controlada (22°C) e ciclo
claro / escuro (12h / 12h). Todos os experimentos envolvendo animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da UNITAU - Universidade de Taubaté, Estado de
Sédo Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n ©018/08).
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Designacgéao dos grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em quatro grupos:

Treinado Suplementado (TS): submetidos ao treinamento de corrida em esteira rolante na
velocidade equivalente a transicdo metabolica aerdbia - anaerdbia 40 min por dia, cinco dias por
semana, durante sete semanas combinado com a suplementacédo de creatina oral. (N = 7).
Treinado (T): sujeito ao treinamento de corrida em esteira rolante na velocidade equivalente a
transicdo metabolica aerdbia - anaerdbia, 40 min por dia, cinco dias por semana, durante sete
semanas, (N =7).

Controle de suplemento (CS) - ndo formandos, que receberam suplementacéo oral (n = 7).

Controle (C): ndo submetidos a treinamento e sem suplementacdo. (N = 7).

Suplemetacédo com Creatina

Ratos suplementados receberam creatina monoidratada cinco dias por semana com uma
dose de 1,5 g / kg de peso corporal por gavagem durante oito semanas (Silva, 2003). A
suplementacéo de creatina foi interrompida 48 horas antes da coleta do material bioldgico.

Determinacdo da Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL)

Sera efetuada no inicio do periodo experimental, através da deteccdo da maxima fase
estavel de lactato (MFEL). A MFEL equivale a mais alta concentracédo de lactato sanguineo onde
sua entrada na circulagdo é compensada pela remocéo durante exercicios com cargas constantes.
(Heck et al., 1985) e sua determinacdo tem se mostrado Util na prescricdo de exercicios e na
avaliacdo da capacidade aerobia. Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu um protocolo
para a determinacdo da MFEL para ratos durante exercicio de corrida em esteira (Manchado et
al.,2005; Araudjo et al., 2009), que sera usado no presente estudo.

Resumidamente, para determinagcdo da MFEL serdo realizadas séries de exercicios de 25

minutos de corrida em esteira rolante, a diferentes velocidades fixas a cada série, com intervalos de
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48 horas entre elas e coleta de sangue (25 pL) a cada 5 minutos, para dosagem de lactato. As
coletas de sangue serdo realizadas a partir de pequeno corte na extremidade da cauda do animal.
Uma s0 incisdo, efetuada antes do inicio do exercicio, € suficiente para a coleta de todas as
amostras. A concentracdo sanguinea de lactato representativa da MFEL sera considerada na maior
velocidade onde ndo ocorre varia¢do do lactato sanguineo superior a 1,0mmol/L entre 10 a 25 min
de exercicio (Kinnunen et al., 2005; Vancini et al., 2005). A concentragdo de lactato sanguinea sera

determinada por método enzimatico (Engels, Jones, 1978).

Treinamento e Exercicio

Ratos treinados correram na esteira por 40 minutos por dia, sempre a partir das 19:00
horas, cinco dias por semana, em velocidade equivalente a intensidade de MFEL individuais

durante oito semanas.

Obtencéo de material bioldgico

Os ratos foram anestesiados com tiopental sédico (40mg/kg de peso corporal, via
intraperitoneal) e amostras do figado foram coletadas para a avaliacdo dos seguintes
biomarcadores de estresse oxidativo: atividade da enzima catalase - CAT (Aebi, 1984) e
superdxido dismutase SOD (kit comercial da Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA),
como indicadores do sistema antioxidante e os produtos que reagem ao acido tiobarbitarico -
TBARs (Mataix et al., 1998), como um indicador de peroxidacgdo lipidica. Amostras de sangue
foram coletadas para a determinacdo da concentrag@o sérica de creatina por meio da reacdo de
Jaffé (Clark, Thompson, 1949).

Analises Estatistica
A andlise foi realizada com o auxilio de pacotes estatisticos STATISTICA, versao 7.0.

Todos os resultados foram testados utilizando a normalidade de Shapiro-Wilks, para estabelecer a

necessidade do uso de estatisticas paramétricas.
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Como os dados mostram-se paramétricos, os resultados foram apresentados como média £
desvio padréo e foram analisados por ANOVA one-way precedida de post-hoc de Bonferroni,
quando necessario.

Para todas as analises, o nivel de significancia foi de p <0.05. (Dawson-Saunders e Trapp,
1994).

RESULTADOS
Teste de esforco
As concentracdes de lactato sanguineo durante o teste de esforco para a determinacao da

MFEL, obtida no inicio do experimento (Figura. 1). A MFEL ocorreu na velocidade de 20m/min,

com concentracao de lactato sanguineo de 3,21 + 0,78 mmol / L.

Teste de esforgco no inicio do experimento
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Figura 1. Lactato sanguineo durante teste de esforco para determinacdo da Maxima Fase Estavel
de Lactato (MFEL) no inicio do experimento. A MFEL occorreu na velocidade de 20m/min na

concentracdo sanguina de lactado de 3,21 + 0,78 mmol/L.
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Concentracéo de Creatina no Sangue

N&o houve diferencas significativas entre 0s grupos quanto a concentracdo de creatina no

soro dos animais.

CR-Soro

mg/100mg

O‘b o

Figura 2. Concentracdo de creatina (CR) no soro dos animais no final do experimento.

Resultados expressecos com media + desvio padrdo com sete animais por grupo.

Concentracéo de Creatina, quantidade de TBARs, atividade da CAT e SOD no figado
Concentracdo de creatina no figado foi maior no grupo C do que nos demais grupos.
(Figura 3 A).
A quantidade de TBARS no figado foi maior nos grupos CS e C do que nos grupos
treinados TS e T (Figura 3 B). A atividade da CAT também foi maior nos grupos CS e C em
relagdo aos grupos TS e T (Figura 3 C). Nao houve diferenga significativa entre os grupos em

relacdo & atividade da SOD. Estes resultados estdo descritos na Figura 2 D.
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Figura 3. A) Concentracdo de creatina (CR); B) Concentracdo das substancias que reagem ao
acido tiobarbiturico (TBARs); C) Atividade da Catalase (CAT) e D) Atividade da Superoxido
Dismutase (SOD) no figado dos animais ao final do experimento. Resultados expressos com

média + desvio padrdo com sete animais por grupo. * #TS, T #T
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo verificar o possivel efeito antioxidante da creatina
in vivo. Biomarcadores de peroxidagdo lipidica e atividade de enzimas antioxidantes foram
avaliadas no figado de ratos com ou sem suplementacdo com creatina ou treinamento fisico. O
treinamento fisico consistiu de corrida em esteira a uma velocidade equivalente a maxima fase
estavel de lactato (MFEL) individual. O figado foi escolhido para analise porque ela desempenha
um papel fundamental na manutencdo da homeostase durante o exercicio. Este estudo tem trés
conclusdes principais: 1) foi possivel identificar a MFEL para todos os ratos utilizando o
protocolo descrito, 2) exercicio de treinamento na intensidade de MFEL diminuiu peroxidacao
lipidica nos figados dos ratos, independentemente da suplementacdo de creatina e 3) esta
adaptacdo néo foi associada com uma alteragdo na atividade das enzimas antioxidantes CAT e
SOD.

A MFEL corresponde a maior intensidade de exercicio que pode ser mantido ao longo do
tempo, sem acumulacdo de lactato sanguineo. Em intensidades de exercicio acima da MFEL, ha
uma contribuicdo da producdo de lactato associado ao acimulo no sangue, que é consequéncia de
uma taxa de glicolise que excede a taxa de utilizacdo mitocondrial piruvato (Heck et al, 1985).
Em intensidades de exercicio abaixo da MFEL, ha um equilibrio entre a producéo de lactato e de
apuramento. Por esta razdo, a MFEL é considerada um bom indicador da capacidade de exercicio
de resisténcia, e a carga de trabalho correspondente a MFEL sdo frequentemente utilizados
durante a avaliacdo da capacidade de endurance (Billat et al., 2003).

Os testes MFEL realizada no inicio deste estudo mostraram que os ratos submetidos a
exercicio fisico em esteira rolante exibiu uma cinética de lactato no sangue semelhante a descrita
para os seres humanos (Denadai et al., 2005). Resultados semelhantes foram recentemente
descritos em ratos submetidos a exercicios de natacdo e exercicios em esteira rolante (Gobatto et
al, 1991;. Gobatto et al, 2001;. Kinnunen et al, 2005;. Contarteze et al, 2007;. Araujo et al, 2009).
A concentracdo de lactato no sangue era equivalente &8 MFEL dos ratos avaliados no inicio do

presente estudo, cerca de 4 mm, foi menor do que a obtida em estudos anteriores em que o teste
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de MFEL em esteira rolante foi aplicada em ratos eutroficos, sedentérios (Kinnunen et al, 2005;..
Machado et al, 2005; Contarteze et al, 2007).

No presente estudo, o treinamento na MFEL atenuou a peroxidacéo lipidica no figado dos
ratos, independentemente da suplementacédo de creatina. Peroxidacao dos residuos acidos graxos
insaturados dos fosfolipidios da membrana celular pode resultar em significativa perda de
integridade da membrana, que tem sido caracterizado como um dos efeitos mais significativos do
dano oxidativo (Tappel, 1973), levando a geracdo de alcanos potencialmente deletéria e aldeidos.
A peroxidacdo lipidica pode ser avaliada pela determinacdo da concentracdo de TBARS (Tappel,
1973). No presente estudo, concentracdes de TBARs no figado foram menores nos ratos
treinados, sugerindo que o treinamento fisico na MFEL pode proteger o figado contra a
peroxidacao lipidica.

Peroxidacdo lipidica induzida por sessdes de exercicio pode ser neutralizada por um
aumento na atividade do sistema de defesa antioxidante. ROS sdo removidos por uma série de
enzimas, comecando com SOD e seguido por CAT e GSH-GPx (Silveira, 2004). Portanto, nds
investigamos as enzimas SOD e CAT envolvidos no sistema de defesa antioxidante no figado dos
animais. Neste estudo, observou-se que a atividade da enzima CAT foi significativamente maior
no tecido hepético dos grupos CS e C em comparacdo com o TS e grupos T. Este achado indica
que o protocolo de treinamento fisico melhorou o sistema antioxidante, independentemente da
suplementacéo de creatina.

Os efeitos antioxidantes da creatina poderiam derivar de diferentes mecanismos de acdo,
incluindo acdes indiretas de estabilizacdo da membrana celular e melhora da maquinaria
energetica celular (Wyss e Kaddurah, 2000) ou devido a uma propriedade antioxidante direta da
creatina em si (Lawler e Powers, 1998). Lawler e Powers (1998) observaram que a creatina
desempenha um importante papel antioxidante primario, utilizando técnicas in vitro, estes autores
observaram uma relacdo direta dose-resposta entre a dose de creatina e a capacidade de
sequestrar o radical superoxido (O2) peroxinitrito (OONOQO’) e 2,2-azino-bis (acido 3-
eetilbenzotiazoline-6-sulfénico) (ABTS +). Em contraste, a creatina ndo apresentou atividade
antioxidante significativa contra hidroperdxidos, tais como peroxido de hidrogénio (H,O;). Estes
dados demonstram que a creatina tem a capacidade antioxidante seletiva. Sestille et al. (2006)

demonstrou que a creatina exerce atividade antioxidante citoprotetora em trés linhas de células
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contra os agentes oxidantes H,O,, OONO™ e —tB-OOH, quando foi usado em doses semelhantes
aquelas presentes na corrente sanguinea apos a suplementacdo. No entanto, no presente estudo,
nenhum efeito da administracdo de creatina foi observado.

Niveis de creatina no sangue ndo diferiram entre os grupos. No entanto, foi avaliada a
concentracdo de creatina no figado de ratos. Surpreendentemente, a concentracdo de creatinina
foi maior no grupo C em relagdo aos outros grupos. Em parte, nossos resultados corroboram com
a literatura no sentido de que, quando a ingestdo de creatina exdgena é aumentada por meio de
dieta ou por suplementacdo, estudos em animais indicam que a sintese enddgena de creatina é
temporariamente suprimida (Guerrero-Ontiveros e Wallimann, 1998). Em uma extensa revisao
sobre creatina, Walker (1979) citou evidencias da distribuicdo de creatina e creatinina, sugerindo
que a creatina exdgena impedia a biossintese de creatina. Greenhaff (1995) reiterou recentemente
este ponto, mas também observou que a supressdo da biossintese é reversivel quando a
suplementacdo é interrompida. Muito provavelmente, a suplementacdo de creatina suprime a
atividade enzimatica da amidinotransferase mais do que na reacdo da metiltransferase, em
decorréncia dos controles prévios da biossintese de creatina (Williams et al., 2000). A auséncia
de diferenca entre 0s grupos nos niveis de creatina no sangue é provavelmente uma consequéncia
do fato de que nds paramos com a suplementacdo de creatina 48 horas antes da coleta de material
biol6gico dos animais.

Este estudo mostrou que os efeitos globais da suplementacéo de creatina na atividade das
enzimas antioxidantes e peroxidacdo lipidica no figado de rato foram irregulares. Este assunto
merece uma investigacdo mais aprofundada em nosso modelo de rato porque 0 nosso estudo foi
limitado em que apenas um biomarcador de peroxidacdo lipidica. Existem inumeras
biomarcadores de peroxidacdo lipidica que pode ser testada para fazer uma conclusdo mais
definitiva, incluindo uma analise dos niveis de pentano etano e atividade de outras enzimas
antioxidantes (GSH / GSSH), quimiluminescéncia, a oxidacao proteica e de oxidacdo do DNA.
Protocolos alternativos para a administracdo de creatina também deve ser testado, com o objetivo
de obter um maior aumento na concentragdo sanguinea de creatina para aumentar a absorcao

pelos tecidos e facilitar a acumulagéo intracelular.
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Em resumo, os resultados deste estudo indicam que o treinamento fisico na MFEL é
benéfico para diminuir a peroxidacg&o lipidica no figado. Esta adaptacdo nao foi associada com os

componentes do sistema antioxidante avaliada neste estudo ou com a suplementacao de creatina.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar dois diferentes procedimentos para administracdo de
creatina em ratos de laboratorio. Para isso, 30 ratos adultos Wistar (90 dias de idade) divididos
em trés grupos conforme o modo de administracdo de creatina durante quatro semanas: grupo
Controle (C): ratos ndo receberam creatina; grupo Creatina Gavagem (G): ratos receberam
suplementacédo de creatina (0,107g/kg de peso corporal) através do método de gavagem e grupo
Creatina Maltodextrina (M): ratos receberam suplementacdo de creatina (0,107g/kg de peso
corporal) com adicdo de maltodextrina (0,160g/kg de peso corporal) pelo método de gavagem.
Ao final do experimento o ganho de massa corporal, area sob a curva de ingestdo alimentar e
hidrica, indice de hidratacdo do musculo gastrocnémio, concentragdo de creatina sérica e hepética
e concentracdo de glicogénio hepéatico e muscular foram avaliados. O ganho de peso, a area sob a
curva de ingestdo alimentar e indice de hidratacdo muscular ndo apresentaram diferencas entres
0s grupos. A area sob a curva de ingestdo hidrica apresentou aumento para 0s animais do grupo
M em relacdo aos animais do grupo G. A concentracdo de creatina sérica e muscular ndo
apresentaram diferencas, assim como para concentracBes de glicogénio hepético e musculo
gastrocnémio. Ambos 0s grupos administrados com creatiana (G e M) apresentaram maiores
concentracdes desse substrato no musculo séleo e no figado. Quando a concentracdo de creatina
hepética foi analisada foi observado aumento deste substrato. Visto isso, pode-se concluir que o

modo como a creatina é administracdo pode interferir em seu metabolismo.

Palavras - chave: Suplementacdo, Maltodextrina, Exercicio fisico, Gavagem.
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ABSTRACT

Metabolism of creatine is amended due to the way is administered

The study aims two different procedures for administration of creatine to laboratory
rats. Wistar rats (90 days) were divided into three groups according to the mode of administration
of creatine for  four  weeks: control group (C): rats thatdid not take
creatine, creatine group gavage (G) rats that received creatine supplementation (0.107 g / kg body
weight) by gavage and creatine group maltodextrin (M) rats supplemented with creatine (0.107
g/ kg body weight) with the addition of maltodextrin (0.160 g / kg body weight) by gavage. At
the end of the experiment the body mass gain, area under the curve of food and water intake, rate
of hydration of the gastrocnemius muscle, serum creatine concentration and hepatic glycogen
concentration in liver and muscle (gastrocnemius and soleus) were evaluated. Weight gain, the
area under the curve of food intake and hydration rate of muscle did not differ between
groups. The area under the curve showed increased water intake for the animals of group M
inthe animals of group G. The concentration of creatine serum and muscle showed
no differences, as well as liver glycogen levels and the gastrocnemius muscle, while for the
soleus muscle there was an increase due to the creatine groups G and M. When the concentration
of creatine in the liver was examined and observed an increase in this substrate. Thus, it could be

concluded that the way is creatine administration may interfere with his metabolism.

Key words: Supplementation, Maltodextrin, Physical exercise, Gavage.
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INTRODUCAO

A Creatina € um substrato que pode ser usado como suplemento alimentar no meio
esportivo, indicado para manter as reservas de fosfatos ricos em energia durante o exercicio.
Embora niveis normais de creatina possam ser obtidos através de dieta onivora e/ou sintetizadas
pelo figado, rins e pancreas, o consumo de suplementos contendo este substrato vem aumentando
(Peralta e Amancio, 2002; Araudjo e Mello 2009; Pereira Junior e colaboradores, 2012).

O emprego em larga escala da creatina como ergogénico por atletas fundamenta-se no
fato de que 90% da creatina do corpo sdo armazenadas no muasculo esquelético, onde representa,
conjuntamente com o ATP e o glicogénio, reserva energética fundamental para a contracédo
muscular de carater anaerdbio alatico (Aradjo e Mello, 2009). Schedel e colaboradores (1999)
mostraram que doses elevadas de suplementacdo oral com creatina elevam ainda mais as reservas
energéticas do tecido muscular, bem como as concentra¢des sanguineas in vivo. A alta dosagem
de creatina (até 20 gramas diarias), aumenta de forma dose dependente a concentracdo plasmatica
em até 2mM, bem como as concentra¢des intramusculares de creatina e de creatina fosfato (Snow
e Murphy, 2003).

Embora o emprego da suplementacdo com creatina seja principalmente norteado por
relatos empiricos, alguns dados da literatura cientifica sobre exercicio fisico indicam que altas
doses por via oral de creatina produzem certos beneficios ao desempenho tanto em homens como
em mulheres, tais como: aumento da massa muscular em praticantes de exercicio resistidos;
aumento da potencia muscular durante exercicios intermitentes bem como melhora do
desempenho fisico quanto a potencia anaerdbia no trabalho de alta intensidade e curta duracéo
(Souza Junior e colaboradores, 2006; Gulano e colaboradores, 2008; Pereira Junior e
colaboradores, 2012).

Os efeitos benéficos da suplementacdo com creatina ja foram relatados em certos tipos
de esforgo fisico, como exercicios repetitivos (intermitentes), de alta intensidade, curta duracao e
com periodos de recuperagdo muito curtos (American College of Sports Medicine, 1999). Pouco
se conhece a respeito dos efeitos desta suplementacdo sobre o desempenho fisico em exercicios
mais prolongados, de carater aerébio. Uma vez que pesquisas com seres humanos tém algumas

limitacbes, modelos animais oferecem uma opcdo para o estudo desse problema. Assim, nos
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ultimos anos aumentou o nimero de estudos com essa substdncia em modelos animais, porem
ndo ha um consenso quanto a melhor maneira de administracéo de creatina.

Alguns desses estudos preconizam a administracdo via oral (através do meétodo de
gavagem) por meio de uma sonda oro esofagica (Brannon e colaboradores, 1997; Op’t Eijnde,
2001), bem como em conjunto com liquidos mornos ou quentes para melhor dissolucdo (Harris e
colaboradores, 1992). Haughland e Chang (1975) relataram que a insulina pode colaborar com a
entrada de creatina no tecido muscular. Isto conduz a hipotese de que o consumo de creatina
concomitantemente ao de carboidrato simples, como a glicose, pode ser uma alternativa eficaz
para a melhor utilizacdo de creatina. Steenge, Simpson e Greenhaff (2000) em 16 individuos
saudaveis constataram que a ingestdo de 90 a 100 g de carboidrato simples para cada 5 g de
creatina administrada gerou aumento de 17 vezes da concentracdo de insulina sérica (20 min.
apos a ingestdo do carboidrato juntamente com a creatina). A absor¢édo do carboidrato estimula a
secrecdo de insulina e toda a via desse hormonio, culminando em uma maior atividade da bomba
de sodio-potassio e consequentemente, maior transporte de creatina para o interior do masculo
(Steenge, Simpson, Greenhaff, 2000).

Por outro lado, alguns estudos reportam que a suplementacdo com creatina ndo altera o
desempenho de atletas, bem como em individuos destreinados. Estes estudos ndo mostram
alteraces significativas no desempenho dos sujeitos ap6s a suplementacdo com creatina (Javierre
e colaboradores, 1997; Bargieri e colaboradores, 2005). Visto que a suplementagdo com creatina
causa efeitos benéficos, mas ainda ndo ha um consenso na literatura a respeito de qual a melhor
forma de se administrar este suplemento, o objetivo do presente estudo foi avaliar dois diferentes

procedimentos para melhor utilizacdo desse substrato em ratos de laboratério.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, no inicio do
experimento, com livre acesso a agua e ao alimento. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas de polietileno, medindo 37,0 x 31,0 x 16,0cm, (cinco animais por gaiola) sob condigdes
de temperatura (22°C) e ciclo claro/escuro (12h / 12h). Todo o experimento com os animais foi

submetido & apreciacdo e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
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Universidade de Taubaté - UNITAU, Estado de S&o Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n °
018/08).

O estudo teve duracdo de quatro semanas e os animais foram divididos em trés grupos
experimentais: grupo Controle (C): ratos que nao receberam creatina; grupo Creatina Gavagem
(G): ratos que receberam suplementacdo de creatina atraves do método de gavagem e grupo
Creatina Maltodextrina (M): ratos que receberam suplementacdo de creatina (0,107g/kg de peso
corporal) com adi¢do de maltodextrina pelo método de gavagem.

A creatina monoidratada administrada para os animais do grupo G foi dissolvida em
agua, na dose de 0,107g/kg de peso corporal e ofertada via gavagem, através de uma sonda de
aco cirargico (1 mm de diametro; 3cm de comprimento), uma vez por dia, cinco dias por semana
(Silva, 2003). Para os animais do grupo M, a suplementacdo foi composta dose diarias de creatina
monoidratada na concentracdo de 0,107g/kg de peso corporal (Silva, 2003) com adicdo de
maltodextrina dissolvida em &gua na concentracdo de 0,160g/kg de peso corporal por gavagem,
uma vez por dia, cinco dias por semana (Green e colaboradores, 1996).

Semanalmente durante o periodo experimental o peso corporal, ingestdo alimentar e
hidrica foram registrados. Ao final do experimento, em estado alimentado e em repouso, 0s
animais foram exsanguinados depois de serem anestesiados com gas carbénico, no momento da
eutanasia e o sangue coletado para dosagem de creatina. Foram, também, coletadas amostras da
porcdo mista do musculo gastrocnémio para avaliacdo do indice de hidratacdo, concentracdo de
creatina e de glicogénio. Porcdes do figado e do musculo séleo foram retiradas para avaliacao das
concentragdes de creatina e de glicogénio.

Para a dosagem de creatina serica, hepéatica e muscular, foi empregado o método de Clark,
utilizando a reacéo de Jaffe (Clark e Thompson, 1949). Para determinacéo do contedo muscular
de glicogénio foram utilizados os métodos descritos por Sjorgreen e colaboradores (1938) para
extragdo e Dubois e colaboradores (1956), para coloragao,

A analise estatistica dos resultados foi procedida com o auxilio do pacote estatistico
STATISTICA, versdo 7.0. Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilks, para constatar a adequacdo da utilizacdo de estatistica paramétrica. Sendo 0s

dados paramétricos, os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da média, e



82

analisados estatisticamente pela ANOVA One-Way, seguida de post-hoc de Tukey HSD, quando
necessario. Para todas as anélises, o nivel de significancia adotado foi de p.<0,05.

RESULTADOS

Nenhuma diferenca foi encontrada entre 0s grupos quanto ao ganho de massa corporal,
area sob a curva de ingestdo alimentar e indice de hidratacdo muscular. J& em relacdo a éarea
sob a curva de ingestdo hidrica, houve um aumento na area dos animais do grupo M em relagdo

aos animais do grupo G (tabela 1).

Tabela 1 - Ganho de massa corporal (g), rea sob a curva de ingestdo alimentar (g/100g de rato x
4 semanas), area sob a curva de ingestdo hidrica (ml/100g de rato x 4 semanas) e indice de

hidratacdo muscular (HM%) dos animais no final do experimento.

Parametros C G M
Ganho de Massa 44,83+4,04 33,32+8,71 30,01+2,92
ASC - Ingestdo Alimentar 107,46+0,92 102,35+0,71 106,61+1,07
ASC - Ingestdo Hidrica 188,02+1,17 166,15+3,01 219,45+0,25°
HM% 73,1340,13 73,52+0,45 73,03+0,63

Resultados expressos com média + erro padrdo (p.< 0,05), 8 animais por grupo. Grupo C - Ratos
que ndo receberam suplementagdo; Grupo G — Suplementacdo por gavagem e Grupo M —
Suplementacdo por gavagem com adicdo de maltodextrina. ASC — Area sob a curva; HM —

indice de hidratagcdo muscular. © = G.

Em relagdo & concentracdo de creatina em diferentes tecidos, houve aumento significativo
da concentragdo de creatina hepética dos animais do grupo M em relagdo aos demais grupos (Figura
1A). Em relacéo aos valores de creatina sérica (Figura 1B) e muscular (Figura 1C e 1D), nenhuma

diferenca foi encontrada entre os grupos avaliados.
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Figura 1 - Concentragdo de creatina sérica, hepatica e muscular (musculos gastrocnémio e soleo)

dos animais ao final do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo (p.< 0,05), 8

animais por grupo. Grupo C - Ratos que ndo receberam suplementacdo; Grupo G — Suplementacgéo

por gavagem e Grupo M — Suplementagdo por gavagem com adicdo de maltodextrina. * = C; © = G.

Na figura 2 estdo apresentados os valores de concentragdo de glicogénio hepatico e

musculares (gastrocnémio e séleo) dos animais ao final do experimento. Quanto aos valores de
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glicogénio do figado e do musculo gastrocnémio, nenhuma diferenca entre os grupos foi encontrada

(figura 2A e 2B). J4, no musculo s6leo houve aumento significativo para os animais dos grupos G e

M em relacéo ao grupo C.
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Figura 2 - Concentracdo de glicogénio no figado e nos muasculos gastrocnémio e soleo dos animais

ao final do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo (p.< 0,05), 8 animais por

grupo. Grupo C - Ratos que néo receberam suplementagéo; Grupo G — Suplementagdo por gavagem

e Grupo M — Suplementagéo por gavagem com adicdo de maltodextrina. *
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DISCUSSAO

Para a suplementacdo de creatina administrada via oral ser eficaz como agente
ergogeénico, a creatina deve ser absorvida eficientemente pelos intestinos. E assim, aumentar os
niveis plasmaticos e ser transportada para dentro das células musculares, a fim de aumentar tanto
a creatina total bem como a fosforilada além dos niveis normais necessarios para a producdo de
energia ou a ressintese energeética de substrato. Praticamente todo o conhecimento relacionado a
ingestdo e suplementacdo dessa substancia é proveniente da area esportiva e os estudos com
modelos experimentais a respeito do uso de creatina ainda sdo escassos.

No presente trabalho foi observado aumento no consumo hidrico dos animais do grupo
suplementado com creatina por gavagem mais adicdo de maltodextrina (M) em relacdo aos
animais do grupo suplementados com creatina por gavagem (G). A maior ingestdo hidrica
mostrada nos animais do grupo M corrobora com Barbosa e colaboradores (2007), onde foi
observado aumento do consumo hidrico em camundongos C57BL/6 suplementado com a glicose
em comparacdo 0s animais suplementados com frutose. Nossa hipotese para tal consumo se
baseia nos achados de Green e colaboradores. (1996) onde o consumo de creatina associado a
carboidratos aumentaram a osmolalidade plasmatica dos liquidos extracelulares. De acordo com
Hall (2011) a osmolalidade plasmética € o mais potente estimulo que induz a sede e
consequentemente aumento na ingestdo hidrica dos animais. Porém sdo escassos e contraditorios
na literatura estudos que relacionam os efeitos do consumo hidrico em decorréncia da
suplementacdo com creatina mais adicdo de carboidratos visto que Barbosa e colaboradores
(2007) utilizando protocolos de suplementacdo atraves de dieta relatou ingestdo de agua duas
vezes menor em ratos suplementados com levulose, em comparagdo com glicose.

Quanto ao ganho de massa corporal, ingestdo alimentar e indice de hidratagdo muscular
ndo foram encontrados diferencas. De fato, diferengas no ganho de massa corporal em virtude da
suplementacdo de creatina tem mostrado efeito contraditério, pois alguns autores mostram
aumento de massa corpdrea (Williams e colaboradores, 2000; Volek e colaboradores, 2004;
Franco e colaboradores, 2007) enquanto Louis et al., em 2003 ndo observou alteracdo. O nao
aparecimento de diferengas no ganho de massa corporal interferiu no indice de hidratacdo
muscular (HM%). Esse indice é associado a maior retencdo de &gua decorrente do efeito

osmotico causado pela elevacdo da creatina intramuscular (Powers e colaboradores, 2003). O
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HM% indica o quanto cada procedimento modulou a hidratacdo tecidual, visto que, um ambiente
hiper - hidratados, conhecidamente propiciam uma significativa melhora em diferentes fungdes
celulares como, por exemplo, nos coeficientes de absorcdo, na atividade e acdo enzimatica, na
ativacdo de vias metabolicas, na ativacdo de vias metabdlicas, especialmente aquelas
responsaveis pela glicogénese e sintese proteica (Silva e colaboradores, 2006). N&o foi
encontrada diferenca no presente estudo, isto pelo menos em parte associamos ao nao
aparecimento de ganho de massa nos animais dos grupos que receberam a suplementacdo. A
creatina é osmoticamente ativa, provoca aumento de seu contetdo intracelular na forma de
creatina livre e creatina fosfato, isso pode induzir um influxo de &gua para dentro da célula,
aumentar a agua intracelular e respectivamente a massa corporal (Williams e colaboradores,
2000; Safdar e colaboradores, 2008). De acordo com Gulano e colaboradores (2011) a
suplementacdo com creatina pode elevar a expressdo de inimeros genes envolvidos na regulacéo
osmatica, sintese e degradacdo de glicogénio, remodelagem do citoesqueleto, proliferacdo e
diferenciacdo de células satélites, reparo e replicacdo de DNA, controle da transcricdo de RNA e
morte celular.

Para verificar se a creatina administrada foi absorvida, investigaram-se suas
concentracdes. Quando analisado a captacdo desse substrato observou-se que houve aumento nas
concentragdes de creatina no tecido hepatico dos animais que receberam a suplementacdo atraves
de gavagem com adicdo de maltodextrina. Esses resultados sdo concordantes com os achados na
literatura, pois segundo Ipsiroglu e colaboradores (2001), foram observaram aumento na
concentracdo de creatina total no figado e em diversos tecidos em camundongo e ratos. No
presente estudo, este aumento foi evidente ap0s quatro semanas de suplementacdo a nivel
hepatico, ja para o tecido muscular, nenhum aumento foi encontrado.

Na literatura, tem sido demonstrado que a suplementacdo de creatina na ragdo (2%), é
capaz de promover aumento significativo da concentracdo de fosfocreatina (PCr) e creatina (Cr)
em ratos (Brannon e colaboradores, 1997; McMillen e colaboradores, 2001; Freire e
colaboradores, 2008). McMillen e colaboradores (2001) ofertaram essa quantidade de creatina e
observaram aumento significativo no contetdo total de creatina no musculo gastrocnémio dos
animais em apenas duas semanas de suplementacdo. A maioria dos estudos com ratos de

laboratdrio tem usado doses diarias entre 1 a 5 g/kg de creatina durante a fase de manutencédo



87

(Op’t Eijnde e colaboradores, 2001; Souza e colaboradores, 2005; Araujo e colaboradores, 2011),
no presente estudo a suplementacdo com creatina foi administrada na dose de 0,107g/kg de massa
corporal durante quatro semanas. Essa concentracdo creatina administrada no presente estudo em
conjunto com adicdo de maltodextrina acarretou no aumento da concentracdo de creatina
hepética, esta alteracdo pode ser explicada, em partes, pelas evidéncias de que a suplementacdo
de creatina associada a carboidratos simples promovam um aumento nas concentrages de
insulina (Green e colaboradores, 1996). Estudos classicos in vivo indicam que concentracfes
suprafisiologicas de creatina podem estimular, ainda que modestamente, a secrecdo insulinica
(Gulano e colaboradores, 2007; Op’t Eijnde e colaboradores, 2001; Van Loon e colaboradores,
2004). Rooney e colaboradores (2002), em contrapartida, verificaram que ratos suplementados
com creatina (2% da dieta) apresentaram hiperinsulinemia. Os autores atribuiram o resultado ao
aumento da concentracdo de creatina pancreatica (Gulano e colaboradores, 2008). Contudo, tal
resposta parece ndo ocorrer em humanos (Gulano e colaboradores, 2007; 2003; Van Loon e
colaboradores, 2004).

Ao se analisar as concentracdes de glicogénio no figado e nos masculos gastrocnémio e
soleo, foram observadas diferencas entre os grupos G e M em relacdo aos animais do grupo C. A
nossa hipotese para tal achado é suportada pelo fato que mesmo que a creatina possa ndo ter sido
incorporado ao masculo dos animais, alguns autores ja sugeriram que outros fatores, diferentes da
concentracdo de fosfocreatina (PCr) e creatina poderiam afetar a homeostase glicémica. Jeong-
Sun e colaboradores (2005) utilizaram protocolo de suplementacdo na racdo, contendo 2% de
creatina monoidratada por trés semanas em ratos Wistar e, apesar de ndo observarem alteracdes
nas concentragfes musculares de PCr e creatina, constataram aumento significativo do contetdo
de GLUT-4, fosforilacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e aumento em 40% dos
estoques de glicogénio no musculo epitroclear.

Portanto, em parte, nossos resultados estdo diretamente relacionados ao periodo e a
concentracdo do suplemento proposto, uma vez que, em nosso desenho experimental, utilizamos
protocolos recomendados por Vandenberghe e colaboradores (1997) para seres humanos e
adaptados por Silva (2003) para ratos, contudo esses estudos preconizam que seja feita a

suplementacdo em duas fases, uma de pico e outra de manutencao.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que a administracdo de creatina via dieta em conjunto com a
maltodextrina por gavagem pode aumentar os estoques de creatina no tecido hepatico e assim

aumentar sua disponibilidade para realizacdo de suas func¢des ergogénicas.
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Resumo

Introducéo

Este estudo objetivou analisar os possiveis distirbios metabolicos provocados pela
suplementacdo com creatina, na capacidade aerdbia de ratos, inferida pelo teste de maxima fase

estavel de lactato.

Métodos

Para isso, 40 ratos Wistar adultos (90 dias de idade) foram divididos em dois grupos por oito
semanas: grupo Treinado (T): ratos que foram submetidos a um protocolo de treinamento e grupo
Treinado Suplementado (TCr): que foram submetidos a um protocolo de treinamento e receberam
suplementacdo com 2% de creatina numa dieta balanceada. Ao inicio do experimento e ao final
do experimento foram analisadas as concentragdes de lactato sanguinea equivalente a maxima

fase estavel de lactato durante corrida em esteira rolante.

Resultados

No inicio do experimento antes da separacdo dos grupos, a maior parte dos animais obteve a
MFEL na velocidade de 26m/min a concentracdo de 3,79+0,76mmol/L sanguinea de lactato. Ao
final do experimento, a maior parte dos ratos treinados na T apresentou MFEL na velocidade de
28m/min, a concentracdo sanguinea de lactato 3,37+0,68mmol/L. A maioria dos TCr teve MFEL

na velocidade de 28m/min a concentracdo sanguinea de lactado de 3,52+0,69mmol/L.

Concluséo
Podemos concluir que a suplementacdo com creatina ndo foi a causa na melhora da capacidade

aerdbia dos ratos no exercicio em esteira rolante.

Palavras-chave

Dieta, Lactato, Maxima fase estavel de lactato, Corrida em esteira rolante
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Introducéo

Tem sido sugerido que a suplementacdo de creatina pode modificar a utilizacdo de
substratos e possivelmente melhorar o desempenho durante o exercicio prolongado (>150
segundos), submaximo, em estado estavel [1,2], ou em seguimentos intervalados de exercicio
incorporados em eventos aerdbios mais prolongados, tais como os multiplos sprints periddicos
durante o ciclismo de um triatlon [2-3].

Nos ultimos anos, a suplementacdo com creatina apresentou-se importante no
desempenho fisico dentro do panorama esportivo mundial e, também para os praticantes de
exercicio resistidos bem como os de carater aerébio [4-6].

A creatina € uma substancia ativa fisiologicamente indispensavel para a contracdo do
musculo. E um &cido acético metilguanidina (amina nitrogenada) encontrada naturalmente nos
alimentos e envolvida inteiramente no metabolismo humano. No corpo ela é encontrada no
musculo esquelético, coragdo, cérebro, retina e outros tecidos [7].

A sintese enddgena da creatina acontece nos rins, pancreas e principalmente no figado
feito por trés aminoacidos: glicina, arginina e metionina. A molécula de glicina é totalmente
incorporada na creatina, enquanto a arginina, por sua vez, fornece apenas seu grupo amino. Ja a
metionina, fornece seu grupo metil [7]. Isto s6 ocorre quando a disponibilidade de creatina na
dieta ¢ insuficiente para atender as necessidades diarias.

O processo comeca com a transferéncia do grupo amina da arginina para a glicina, por um
processo chamado transaminacdo, formando guanidilacetato e ornitina, uma reacdo reversivel
catalisada pela enzima S-adenosilmetionina, que requer a enzima metiltransferase para a reacéo
irreversivel conhecida como transmetilagao [7-8].

Durante o exercicio, existe uma zona de transicdo a partir da qual ocorre a mudanca da
predominancia aerdbia para a anaerdbia, sendo essa zona de exercicio extremamente importante
para o condicionamento fisico, treinamento e rendimento desportivo. Por essa razdo, diversas
investigagcOes acerca dessa zona de transicdo vém sendo realizadas nas ultimas décadas,
resultando em diferentes protocolos de avaliacdo. O teste de Maxima Fase Estavel de Lactato
(MFEL) é muito utilizado para determinacdo dessa transi¢cdo metabdlica em ratos. Gobatto et al.

[9] desenvolveram um estudo para a determinacdo do MFEL de ratos durante o exercicio de
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natacdo. Ja Manchado et al. [10] descreveu um protocolo para determinagdo da MFEL de ratos
durante exercicio de corrida em esteira rolante. Mais ressentimento Araujo et al. [11] utilizou os
teste de MFEL para identificar a transicdo metabolica de ratos suplementados com creatina.

Na literatura ha uma escassez de estudos que avaliaram os efeitos da suplementacdo com
creatina no desempenho em exercicios realizados em intensidades equivalente a transicao
metabdlica. Desse modo, o objetivo do presente estudo foi analisar os possiveis distdrbios
metabolicos provocados pela suplementagdo com creatina, na capacidade aerobia de ratos
inferida pela MFEL.

Material e métodos

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, com livre acesso a
agua e ao alimento. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, medindo 37,0
x 31,0 x 16,0cm, (cinco animais por gaiola) em condicGes de temperatura (22°C) e ciclo
claro/escuro (12h / 12h). Todo o experimento com os animais foi submetido a apreciacdo e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade de Taubaté -
UNITAU, Estado de Sdo Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n °018/08).

Os animais suplementados com creatina receberam dieta balanceada (AIN-93M) [12]
acrescida de 13 ou 2% de creatina monoidratada (All Chemistry, Sdo Paulo, SP, Brasil) [13]. De
acordo com Hutman et al. [14] e Vandenbergue et al. [15] a suplementag@o deve ser ministrada
em duas fases, com intuito de haver uma sobrecarga de creatina no organismo: primeiramente
uma fase de pico e posteriormente uma outra fase denominada de manutengdo. No presente
estudo, a fase de pico deu-se administracdo de 13% de creatina que por sete dias e a fase de
manutencdo deu-se com administracdo de 2% de creatina pelo restante do periodo experimental.
Uma vez que a creatina foi administrada através da dieta, os animais foram suplementados sete
dias por semana durante as oito semanas de experimento. Os animais ndo suplementados
receberam dieta balanceada (AIN-93M) [12], sem adicdo de creatina. A composicado detalhada
das dietas é descrita na Tabela 1.
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Tabela 1. A composicédo da dieta.

AIN - 93* 2% creatina** 13% creatina***
Componentes (g_kg-1) (g_kg-1) (9_kg-1)
Creatina 0 20 130
Amido 464 444 334
Caseina (85% 141,17 141,17 141,17
proteina)
Dextrina 155 155 155
Sacarose 100 100 100
Oleo de soja 40 40 40
Fibras 50 50 50
Mix de minerais 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartaro de colina 2,5 2,5 2,5

* Segundo o Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93M) [12].

** Dieta manutencdo de creatina de acordo com Demenice [13]

*** Dieta pico de creatina adaptada de Demenice [13] e de acordo com Hultman et al. [14] e
Vandenbergue et al. [15].

Previamente ao treinamento, foi feita uma selecdo dos ratos naturalmente “corredores”.
Nas trés semanas que antecederam o periodo de treinamento, os animais foram adaptados a
corrida em esteira, em velocidades e tempos progressivos conforme protocolo descrito na Tabela
2, para posteriormente terem a transicdo metabdlica aerdbio/anaerdbia avaliada através da

determinagdo da Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL).

Tabela 2. Protocolo de adaptacdo a corrida em esteira rolante.

Semanas Velocidade (m/min) Tempo (min)
1 10 5a10
2 15 5a10

3 25 10a 20
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No inicio do experimento, para determina¢do da MFEL foram realizadas series de exercicios de
25 minutos de corrida em esteira rolante, a diferentes velocidades fixas a cada serie, com
intervalos de 48 horas entre elas ¢ coleta de sangue (25ul) a cada cinco minutos, para dosagem
de lactato. As coletas de sangue foram realizadas a partir de pequeno corte na extremidade da
cauda do animal. Uma s0 inciséo, efetuada antes do inicio do exercicio, foi suficiente para a
coleta de todas as amostras. A concentracdo sanguinea de lactato representativa da MFEL foi
considerada na maior velocidade onde ndo ocorreu variagdo do lactato sanguineo superior a
1,0mmol/L entre 10 e 25 min de exercicio [10-11]. A concentracdo de lactato sanguinea foi
determinada por método enzimatico [16]. Em seguida, os animais foram separados em dois
grupos: Treinado (T), que efetuaram treinamento de corrida em esteira rolante e Treinados
Suplementados (TCr), que efetuaram treinamento de corrida em esteira rolante associada a

suplementacéo com creatina.

Os animais treinaram 40 minutos, cinco dias por semana e por oito semanas na velocidade
correspondente a MFEL individual. Ao final do periodo experimental, todos os ratos foram
submetidos a uma sessdo de corrida em esteira na velocidade equivalente & MFEL por 25
minutos. Foram coletadas amostras de sangue, através de corte na extremidade distal da cauda, a
cada 5 minutos de exercicio para determinacdo das concentracdes de lactato. O tempo de

intervencdo tanto do exercicio fisico quanto de suplementacdo de creatina foi de oito semanas.

A analise dos resultados foi procedida com o auxilio dos pacotes estatisticos
STATISTICA®, versdo 7.0. Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilks, para constatar a necessidade da utilizacdo de estatistica paramétrica. Sendo os
dados paramétricos, os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da média, e
foram analisadas estatisticamente pela ANOVA Two-Way seguida de post-hoc de Tukey HSD,
quando necessario. Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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Resultados

Os valores de lactato sanguineo durante teste de esforco para determinacdo da Méaxima
Fase Estavel de Lactato (MFEL) encontrados no inicio do experimento, referentes a um rato, a
titulo de exemplo acham-se na Figura 1. Para esse animal, a MFEL ocorreu na velocidade de
26m/min a concentracdo de 3,52+0,49mmol/L sanguinea de lactado. Considerando todo o lote de
animais avaliados, 57% dos animais obtiveram a MFEL na velocidade de 26m/min a
concentracdo de 3,79+0,76mmol/L sanguinea de lactato e 42% obtiveram na velocidade de
24m/min a concentracgdo de 3,27+0,68mmol/L sanguinea de lactato.

Os valores de lactato sanguineo durante o teste de esforco para determinar a MFEL no
final do experimento, acham-se na Figura 2. Os animais do grupo T obtiveram a MFEL na
velocidade de 28m/min a concentracdo de 3,37+0,68 mmol/L sanguinea de lactato. Quanto aos
ratos do grupo TCr, a MFEL também foi obtida na velocidade de 28m/min numa concentracdo de

3,52+0,69 mmol/L sanguinea de lactato.

Teste de esforgo no inicio do experimento

%I b -o- 19m/min
E o - 22m/min
3 = 24m/min
% - 26m/min
=4 64 -- 31m/min
© - - —y
R T
5
S o : : .

10 20 30

Tempo (min)

Figura 1. Lactato Sanguineo de um animal a titulo de exemplo durante teste de esfor¢o para
determinacdo da Méxima Fase Estavel de Lactato no inicio do experimento. Para esse animal, a
MFEL ocorreu na velocidade de 26m/min a concentracdo sanguinea de lactato de 3,52 + 0,49

mmol/L.
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Figura 2. Lactato Sanguineo de um animal a titulo de exemplo durante teste de esforco para
determinacdo da Maxima Fase Estavel de Lactato no final do experimento. A) Grupo T; B)
Grupo TCr. Para o rato do grupo T ocorreu na velocidade de 28m/min a concentracédo de 3,10 +
0,41 mmol/L. Para o rato do grupo TCr a MFEL ocorreu na velocidade de 28m/min a
concentracdo sanguinea de lactato de 2,98 + 0,42 mmol/L. TCr = Treinados Creatina; T =

Treinados
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Discussao

A suplementacdo com creatina tem sido amplamente adotada, especialmente por atletas,
como estratégia nutricional que visa potencializar o rendimento fisico [17-18]. Porém ainda ha
certa divergéncia na literatura quanto a eficacia do uso de creatina e sua possivel interferéncia nos
exercicios de carater aerobio. No presente estudo buscou-se avaliar os efeitos da suplementacéao
com creatina sobre a capacidade aerdbia de ratos exercitados nas intensidades equivalentes a
transicdo metabdlica aerdbia — anaerdbia através do teste de Maxima Fase Estavel de Lactato
(MFEL) em ratos.

A MFEL pode ser utilizada para detectar a mais alta intensidade de exercicio suportada
sem aumento continuo das concentracdes de lactato sanguineo [10,19] por representar o mais alto
ponto de equilibrio entre a producdo e remocao do lactato [20-21]. Esse parametro é considerado
um bom indicador da capacidade aer6bia [20-22] e a razdo de trabalho associada a MFEL podem
ser utilizados no treinamento de resisténcia aerdbia de atletas de elevado desempenho esportivo
[21,23-24].

A anélise dos resultados referentes aos testes de MFEL, efetuados no inicio do
experimento com intuito de se definir a intensidade inicial de treino desses animais, demonstrou
que, em ratos submetidos ao exercicio fisico em esteira rolante, o lactato sanguineo apresenta um
padrdo semelhante aquele descrito para seres humanos [21]. Resultados semelhantes foram
observados, recentemente, ao se utilizarem ratos submetidos ao exercicio de natacdo e de corrida
em esteira rolante [9-10, 25]. A concentracdo média de lactato sanguineo equivalente a8 MFEL,
para 57% dos os animais avaliados no inicio de nosso experimento, foi de 3,79+0,76mmol/L e
esta de acordo com estudos prévios, os quais aplicaram o teste da MFEL em corrida em esteira
rolante em animais sedentarios e eutroficos [10-11, 25]. J& a velocidade associada a MFEL nos
animais foi 26m/min. Em intensidades superiores, as concentracfes sanguineas de lactato
apresentaram aumento progressivo e alguns ratos ndo suportaram a manutencao do exercicio. A
méaxima intensidade de exercicio com predominancia energética aerobia observada no inicio do

presente estudo foi maior que a descrita por Aradjo et al. [11] (20m/min) em ratos
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suplementados com creatina e Pilis et al. [26] (25 m/min), obtida por um protocolo diferente.
Nesse ltimo estudo, os autores determinaram a o limiar anaerobio em ratos corredores utilizando
um teste progressivo de multiestagio em esteira rolante. O limiar anaerobio foi estimado através
de gréficos individuais do lactato sanguineo vs. velocidade de corrida, sendo considerado como a
intensidade de exercicio na qual a lactacidemia apresentou rapido e brusco aumento. Langfort et
al. [27] e Aradjo et al. [28] também reportaram similar intensidade de limiar anaerébio para ratos
sedentarios, calculado como a velocidade de corrida correspondente ao ponto individual de

aumento abrupto da curva de lactato utilizando duas regressdes lineares (25 m/min).

Para avaliar o efeito da suplementacdo com creatina bem como a eficécia do protocolo de
treinamento como uma ferramenta Util na melhoria do condicionamento aerdbio dos animais,
efetuamos um teste de MFEL no final do experimento. Fica evidente que os animais de ambos 0s
grupos (T e TCr) apresentaram melhoras na intensidade de MFEL. No inicio do experimento no
teste de MFEL os animais alcangaram a velocidade de 26m/min, porém no final do experimento
essa velocidade foi de 28m/min nos animais de ambos 0s grupos, isso representa um aumento de

7% nos valores referentes a intensidade que corresponde a MFEL.

Inimeros estudos apontam que a suplementacdo com creatina melhora o desempenho em
exercicios de carater anaerobio [17, 29]. J& nos exercicios aerobios a literatura apresenta
divergéncias quanto ao possivel efeito do uso da suplementacdo com creatina [2,5]. Porém os
estudos que apresentam melhoras do uso de creatina no desempenho em exercicios aerobios, esse
feito se daria pelo papel de tampao energético anaerobio gerado pela suplementacéo de creatina
[18,30]. Tem sido proposto que a creatina e a creatina fosfato (CP) atuam como moléculas
mensageiras entre as mitocondrias e os sitios subcelulares de producdo e hidrolise de adenosina
trifosfato (ATP) e desta forma possam auxiliar atividades aerdbicas [8,29]. Segundo Souza et al.
[18], um a outra possivel fundamentacdo para a suplementacdo de creatina em exercicios
aerobios estaria relacionado com o auxilio da creatina em tamponar as elevacdes de adenosina
difosfato (ADP).
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De acordo como encontrado em nossos resultados podemos levantar alguma hipotese
quanto ao motivo pelo qual a suplementagdo com creatina ndo promoveu os efeitos ergogénicos
esperados. Segundo Casey e Greenhaff [31], em um estudo em humanos, os individuos da
amostra ndo conseguiram reter uma quantidade de creatina muscular capaz de promover 0s
ganhos esperados pela suplementacdo. De acordo com os autores, parece ndo haver efeitos
ergogénicos apos a suplementacdo de creatina, quando o aumento da concentracdo da
fosfocreatina muscular € menor que 20 mmol/Kg de peso seco. Com base nessas informacoes,
essa poderia ser uma hipdtese plausivel e assim poderiamos extrapolar para 0 nosso modelo

animal.

Como visto em nosso estudo, os resultados dos testes de esforco, efetuados apos o
treinamento aerdbio, mostraram que a suplementacdo com creatina ndo interferiu no aumento da
capacidade aerdbia dos ratos, mais so treinamento fisico, por si s6 levaram a uma reducdo do
acumulo de lactato sanguineo durante o exercicio. Isso indica que o protocolo de corrida por nés
utilizados sem a interferéncia da suplementacdo com creatina foi eficaz em melhorar o
condicionamento aerdébio dos animais. Além disso, os resultados aqui obtidos demonstraram que
o0 treinamento aerdbio evitou a deterioracdo do condicionamento aerébio imposta pelo avanco da
idade. Os ratos treinados de ambos 0s grupos aumentaram a intensidade de esforco (velocidade)
equivalente a transicdo metabolica no decorrer do experimento. Isso é evidéncia de evolucdo no

condicionamento aerdbio em funcao do treinamento fisico.

Acreditamos que a melhora no condicionamento aerobio observado no presente estudo
deveu-se, ao menos em parte, pela concentracdo de estabilizacdo do lactato encontrada no final
do experimento nos animais do grupo T e TCr que foram similares ao observados em protocolos
experimentais de corrida aplicados para treinamento de ratos [7,10]. Esses achados identificam
que o treinamento aerobio em intensidades de MFEL pode proporcionar alteragdes fisiologicas
tais como o aumento da densidade capilar e mitocondrial, além da capacidade oxidativa

enzimatica muscular [21], favorecendo a melhora da aptidao aerdbia.
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Durante o exercicio, a concentracdo sanguinea de lactato e dependente da razéo entre a
velocidade em que esse substrato e produzido pelo musculo esquelético e a velocidade com que o
mesmo e removido da corrente sanguinea [32]. Os mecanismos envolvidos no acumulo de lactato
durante o exercicio sdo diversos, sendo 0 aumento da intensidade do exercicio uma de suas
principais causas [33]. No exercicio de baixa ou moderada intensidade, em seres humanos e ratos,
o lactato sanguineo permanece estavel [33]. Nessa situacdo, a taxa de producdo de lactato
apresenta equilibrio ou mesmo mostrasse inferior a de sua remocao [34]. Quando individuos sdo
submetidos a exercicios de alta intensidade, a concentracdo sanguinea de lactato eleva-se apos
trés a quatro minutos de atividade, indicando, assim, que a taxa de produgéo supera a velocidade
de remocéo [32]. Diferentemente do exercicio agudo, o treinamento, principalmente de natureza
aerobia, gera adaptacfes metabdlicas consideraveis em relacdo ao turnover de lactato e, como
consequéncia, ocasiona a reducdo de acumulo de lactato durante o exercicio e assim ocasionando
um aumento na intensidade de MFEL dos animais [9,35]. Isto é indicativo de melhoria no
condicionamento aerdbio [36].

Em resumo podemos concluir que a suplementacdo com creatina ndo foi a causa na

melhora da capacidade dos ratos no exercicio em esteira rolante.
Conflito de interesses
Os autores declaram ndo haver qualquer conflito de interesse.
Contribuicéo dos autores
MBA: foram envolvidos em todo o projeto, coleta dos dados, elaboragdo do manuscrito e
revisdo critica do conteudo intelectual. RCVJ, MCJ, RAD, ACS e CR: foram envolvidos na

coleta dos dados. LPM, MARM: foram envolvidos na concepcdo, elaboragdo do manuscrito e

revisao critica do contetdo intelectual. Todos os autores leram e aprovaram o manuscrito final.



106

Agradecimentos

Os autores agradecem o suporte técnico de Clarice Y. Sibuya e José Roberto R. da Silva
que forneceram todas as contribuicdes necessarias para realizacdo desse projeto. Este estudo foi
apoiado pela “Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo” (FAPESP - Proc.
2009/52063-0).

Referéncias

STROUD, M.A.; HOLLIMAN, D.; BELL, D.; GREEN, A.L., MACDONALD, I;
GREENHAFF, P.L. Effect of oral creatine supplementation on respiratory gas exchange and
blood lactate accumulation during steady-state incremental treadmill exercise and recovery in
man. Clin Sci (Colch). 87:707-10, 1994.

WILLIAMS, M.H.; KREIDER, R.; BRANCH, J.D. Creatina. Sdo Paulo, Ed Manole; 2000.

ENGELHARDT, M.; NEUMANN, G.; BERBALK, A.; REUTER, I. Creatine supplementation in
endurance sports. Med Sci Sports Exerc. 30(7): 1123 — 1129, 1998.

SOUZA JUNIOR, T.P.; DUBAS, J.P.; PEREIRA, B.; OLIVEIRA, P.R. Suplementacdo de
creatina e treinamento de forca: alteracdes na resultante da forca maxima dindmica e variaveis
antropométricas em universitarios submetidos a oito semanas de treinamento de forca
(hipertrofia). Rev Bras Med Esporte. 13(5): 303-309, 2007.

GAMA, M.S. Efeitos da creatina sobre desempenho aerdbio: uma revisao sistematica. Rev Bras
Nutr Esportiva. 5(127): 182-190, 2011.

PEREIRA JUNIOR, M.; MORAES, AJ.P.; ORNELLAS, F.H.; GONCALVES, M.A;
LIBERALLI, R.; NAVARRO, F: Eficiéncia da suplementacdo de creatina no desempenho fisico
humano. Rev Bras Pres Fisiol Exerc. 6(32): 90-97, 2012.



107

ARAUJO, M.B.; MELLO, M.AR. Exercicio, estresse oxidativo e suplementagdo com creatina.
Rev Bras Nutr Esportiva. 3: 264-272, 20009.

GREENHAFF, P.L. The nutritional biochemistry of creatine. J Nutr Bioch. 11:610-8, 1997.

GOBATTO, C.A.; MELLO, M.ARR.; SIBUYA, C.Y.; AZEVEDO, J.R.M.; SANTOS, L.A;
KOKUBUN, E. Maximal lactate steady state in rats submitted to swimming exercise. Comp
Biochem Physiol. 130: 21-7, 2001.

MANCHADO, F.B., GOBATTO, C.A., CONTARTEZE, R.V.L., PAPOTI, M., MELLO,
M.A.R. Maximal lactate steady in running rats. J Exerc Physiol. 8: 29-35, 2005.

ARAUJO, M.B.; MOURA, L.P.; RIBEIRO, C.; DALIA, R.A.; VOLTARELLI, F.A.; MELLO,
MAR: Oxidative stress in the liver of exercised rats supplemented with creatine. Int J Nutr and
Metabol. 3(5): 58-64, 2011.

REEVES, P.G., NIELSEN, F, H., FAHEY, G.C. AIN-93 purified diets for laboratory rodents:
final report of the American Institute of Nutrition ad hoc writing committee on the reformulation
of the AIN-76A rodent diet. J Nutr . 123: 1939-195, 1993.

DEMINICE, R.; PORTARI, G.V.; VANNUCCHI, H.; JORDAO, A.A. Effects of creatine
supplementation on homocysteine levels and lipid peroxidation in rats. Br J Nutr. 102(1):110-
116, 2009

HULTMAN, E., SODERLUND, K., TIMMONS, J., CEDERBLAD, G., GREENHAFF, P:
Muscle creatine loading in man. J Appl Physiol. 81: 232-237, 1996.



108

VANDENBERGHE, K.; GORIS, M.; VAN HECKE, P.; VAN LEEMPUTTE, M,
VANGERVEN, L.; HESPEL, P. Long — term creatine intake is beneficial to muscle performance
during resistance training. J Appl Physiol. 83: 2055-2063, 1997.

ENGELS, R.C.; JONES, J.B. Causes and elimination of erratic blanc in enzymatic metabolic
assays involving the use of NAD in alkaline hydrazine buffers: improved conditions for assay of
L-glutamate, L-lactate and other metabolites. Anal Biochem. 88: 475-484, 1978.

BEMBEN, M.G.; LAMONT, H.S. Creatine supplementation and exercise performance: recent
findings. Sports Med. 35:107-25, 2005.

SOUZA, R.A.; SANTOS, R.M.; OSORIO, R.A.; COGO, J.C.; PRIANTI JUNIOR, A.C.G.;
MARTINS, R.A.B.L.; RIBEIRO, W. Influéncia da suplementacdo aguda e cronica de creatina
sobre as concentracdes sanguineas de glicose e lactato de ratos Wistar. Rev Bras Med Esporte.
12(6): 361-5, 2006.

PRINGLE, J.S.M.; JONES, A.M. Maximal lactate steady state, critical power and EMG during
cycling. Eur J Appl Physiol. 88:214-26, 2002.

BILLAT, V.L.; SIVERENT, P.; PY, G.; KORALLSZTEIN, J.P.; MERCIER, J. The concept of
maximal lactate steady state: a bridge between biochemistry, physiology and sport science.
Sports Med. 33(6):407-26, 2003.

MANCHADO - GOBATTO, F.B. Protocolos invasivos e ndo invasivos para avaliacdo aerdbia e
anaerobia de ratos wistar. Rio Claro, SP (Tese de Doutorado, Pés — graduacdo em Ciéncias da
Motricidade Humana, Unesp), 2007.

JONES, A.M.; CARTER, H. The effect of endurance training on parameters of aerobic fitness.
Sports Med. 29:373-6, 2000.



109

BALDARI, C.; GUIDETTI, L. A simple method for individual anaerobic threshold as a predictor
of maximal lactate steady state. Med Sci Sports Exerc. 32:1798-802, 2000.

ALMARWAEY, O.A.; JONES, A.M.; TOLFREY, K. Maximal lactate steady state in trained
adolescent runners. J Sports Sci. 22(2):215-25, 2004.

CONTONTARTEZE, R.V.L.; MANCHADO, F.B.; GOBATTO, C.A.; MELLO, M.A.R. Stress
biomarkers in rats submitted to swimming and treadmil running exercises. Comp Biochem
Physiol. A: 1-8, 2007.

PILLIS, W.; ZARZECZNY, R.; LANGFORT, J.; KACIUBA-USCILKO, H.; NAZAR, K,
WOJTYNA, J. Anaerobic threshold in rats. Comp Biochem Physiol. 106: 285-9, 1993.

LANGFORT, J.; ZARZECZNY, R.; PILLIS, W.; KACIUBA-USCILKO, H.; NAZAR, K
PORTA, S: Effect of sustained hyperadrenalinemia on exercise performance and lactate threshold
in rats. Comp Biochem Physiol. 14:51-5, 1996.

ARAUJO, M.B.; VOLTARELLI, F.A.; MANCHADO - GOBATTO, F.B.; MOURA, L.P.;
MELLO, M.A.R. Treinamento em diferentes intensidades e biomarcadores de estress oxidativo e
do metabolismo glicidico musculoesquelético de ratos. R da Educacdo Fisicay/UEM. 21( 4): 695-
707, 2010.

KREIDER, R.B. Species-specific responses to creatine supplementation. Am. J. Physiol. Regul.
Integr. Comp. Physiol, 285,R725-6, 2003.

FREIRE, T.0.; GULANO, B.; LEME, M.D.; POLACOW, V.O.; LANCHA JUNIOR, A.H.
Captacdo de glicose em ratos submetidos ao exercicio fisico. Rev Bras Med Esportiva. 14(5):
431-5, 2008.



110

CASEY, A.; GREENHAFF, P.L. Does dietary creatine supplementation play a role in skeletal
muscle metabolism and performance? Am J Clin Nutr. 72:607S - 617S, 2000.

WASSERMAN, K. The anaerobic threshold: definition, physiological significance and
identification. Adv Cardiol. 35:1-23, 1986.

MCARDLE, W.D.; KATCH, F.l.; KATCH, V.L. Fisiologia do exercicio: energia, nutricao e

desempenho humano. Editora Guanabara Koogan S.A. Rio de Janeiro. 2008.

GOBATTO, C.A.; KOKUBUN, E.; SIBUYA, C.Y.; MELLO, M.A.R. Efeitos da desnutrigéo
proteica — calorico e do treinamento fisico na producédo de acido latico em ratos machos adultos

apos testes de cargas progressivas. Ciéncia e Cultura. 43:725-36, 1991.

ARAUJO, M.B.; MANCHADO - GOBATTO, F.B.; VOLTARELLI, F.A.; RIBEIRO, C,;
MOTA, C.S.A.; GOBATTO, C.A.; MELLO, M.A.R. Efeitos do Treinamento de Corrida em
Diferentes Intensidades Sobre a Capacidade Aerobia e Producdo de Lactato Pelo Musculo de
Ratos Wistar. Rev Bras Med Esportiva. 15(5): 365-369, 2009.

VOLTARELLI, F.A.;; MELLO, M.A.R.; GOBATTO, C.A. Limiar anaerébio determinado pelo
teste do lactato minimo em ratos: efeito dos estoques de glicogénio muscular e do treinamento
Fisico. Rev Port Cien Desportiva. 4(3): 16:25, 2004.



111

SEXTO ARTIGO
Suplementagdo com creatina em ratos treinados reduz a acdo das espécies reativas de oxigénio.

Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism (submetido).

Michel Barbosa de Araujo, Roberto Carlos Vieira Junior, Leandro Pereira de Moura, Marcelo
Costa Junior, Rodrigo Augusto Dalia, Amanda Christine da Silva Sponton, Carla Ribeiro, Maria

Alice Rostom de Mello


http://www.nrcresearchpress.com/journal/apnm

112

Resumo: O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da suplementacdo de creatina nos
biomarcadores de estresse oxidativo na papa de hemécias de ratos treinado. Para isso, 40 ratos
Wistar adultos (90 dias de idade) foram divididos em quatro grupos por oito semanas: grupo
Controle (C): ratos que nao receberam dieta suplementada com creatina; grupo Controle Creatina
(CCr): ratos que receberam suplementacdo acrescida com 2% de creatina atraves de dieta
normoprotéica; o grupo Treinado (T): ratos que treinaram em intensidade equivalente a maxima
fase estavel de lactato e grupo Treinado Suplementado (TCr): que treinaram em intensidade
equivalente a maxima fase estavel de lactato e receberam suplementacdo acrescida com 2% de
creatina em dieta normoprotéica. Ao final do experimento a concentracdo de creatina,
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H.0,), atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD), atividade da enzima glutationa peroxidase (GSH-GPXx), atividade da enzima catalase
(CAT) e atividades das enzimas glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) na papa
de hemécias foram avaliadas. A concentracdo de creatina foi maior nos grupos CCr e TCr do que
nos demais grupos. Ja as concentragdes de H,O, apresentaram diminuicdo nos grupos CCr e TCr
do que nos grupos C e T. A atividade da SOD apresentou uma diminui¢cdo no grupo TCr em
relacdo aos grupos C e CCr. A GSH-GPx ndo apresentou diferencas entres os grupos. A CAT
mostrou um aumento no grupo TCr em relacdo aos grupos C e T. A GSH foi maior no grupo TCr
em relacdo ao grupo CCr. Ja a GSS apresentou aumento nos grupos CCr e TCr em relacdo aos
grupos C e T. A GSH/GSSG apresentou uma diminuicéo nos grupos CCr, T e TCr em relagdo ao

grupo C. Estes resultados confirma a hipotese de que a creatina reduz as concentracdes de H,O,.

Palavras-chave: Suplementacdo de creatina, Estresse oxidativo, Enzimas, Corrida em esteira

rolante.



113

Introducéo

Nos ultimos anos, tem havido um interesse crescente pela relacdo entre radicais livres,
exercicio e nutrientes antioxidantes (Scheneider 2007) e recentemente, algumas pesquisas tém
sido realizadas com o objetivo de encontrar outros beneficios relevantes das suplementacdes
antioxidantes na prética de exercicio fisico.

A pratica regular de atividades fisica associada a uma dieta balanceada pode ser
importante fator na promocédo da salde. Todavia, a frequente realizacdo de exercicios fisicos de
alta intensidade ou exaustivos pode aumentar a suscetibilidade a lesbes, promover a fadiga
cronica e overtraining, em razdo da elevada sintese de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(Kreider 2003; Cruzat et al. 2007). No entanto a suplementacdo com antioxidantes pode
prolongar a fase de iniciacdo ou inibir a fase de propagacdo das EROs e espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs) ( Teixeira et al. 2008; Bgavsar et al. 2009), condigdo essa, muito encontrada
durante a prética de exercicio fisico (Kreider 2003; Cruzat et al. 2007).

Dentre os suplementos antioxidantes disponiveis comercialmente, a creatina tem merecido
destaque por estar relacionada ao combate a a¢do dos EROs.

A creatina (4cido acético metilguanidina) uma amina nitrogenada, € um constituinte
encontrado naturalmente nos alimentos. Embora ndo seja um nutriente essencial, devido ao fato
de as necessidades corporais poderem ser atendidas pela sintese enddgena, a creatina esta
intimamente envolvida no metabolismo humano (Williams et al.2000). A creatina é constituida
pelos aminoacidos glicina e arginina, que sofrem acdo da enzima glicina amidiltransferase,
resultando em guanidinoacetato e ornitina. Por sua vez, a ornitina sofre acdo da enzima
guanidinoacetato metiltransferase participando, também como substrato da enzima éxido nitrico
sintase e resultando na formacdo de oxido nitrico, além de estimular a producdo de radicais livres,
que modulam o metabolismo, contratilidade e captacdo de glicose pelo musculo esquelético (Reid
2001; Paddon-Jones et al 2004; Souza Junior e Pereira 2008; Araujo e Mello 2009).

A partir de pesquisas realizadas por Vergnani et al.(2000), foram demonstrados o papel
antioxidante do aminoacido arginina, que é um dos componentes da creatina, na remo¢do do
radical anio superéxido (O2e—) em células endoteliais. De acordo com o0s resultados

apresentados, levantou-se a hipdtese de que a creatina também tivesse um efeito no metabolismo



114

redox celular. Logos ap6s Lawler et al.(2002) mostraram que a suplementagdo com creatina
podia contribuir na reducdo do estresse oxidativo. Em seu estudo, a creatina diminuiu a
quantidade do O2+— e peroxinitrito (*OONO-). Ndo foram observadas, menores quantidades de
H.0,, 0 que sugeriu que as propriedades antioxidantes da creatina poderiam ser seletivas e
bastante limitadas. Mais recentemente Demenice e Jorddo (2011) demonstraram que a
suplementacdo com creatina inibiu 0 aumento dos marcadores de estresse oxidativo no plasma e
no musculo de ratos que fizeram exercicio agudo de natacéo.

Assim, existem alguns dados in vitro disponiveis que mostram que a creatina pode atuar
como um antioxidante. No entanto ainda sdo raros estudos demonstrando a capacidade
antioxidante in vivo da suplementacdo de creatina contra o estresse oxidativo induzido pelo
exercicio aerdbio. Assim torna-se interessante especular sobre a utilizacdo de agentes
antioxidantes como a suplementacdo de creatina, que pode representar uma nova abordagem na
inibicdo dos danos provocados pelo excesso dos EROs.

@) objetivo deste estudo foi de determinar os efeitos da
suplementacdo de creatina nos biomarcadores de estresse oxidativo em papa de hemacias de ratos

treinados.

Material e métodos

Animais

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, com livre acesso a
agua e ao alimento. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, medindo 37,0
x 31,0 x 16,0cm, (cinco animais por gaiola) em condicGes de temperatura (22°C) e ciclo
claro/escuro (12h/12h). Todo o experimento com os animais foi submetido & apreciacdo e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade de Taubaté -
UNITAU, Estado de S&o Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n °© 018/08).
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Grupos experimentais

O tempo de intervencéo tanto do exercicio fisico como da suplementagédo de creatina foi
de oito semanas, com os animais divididos em quatro grupos experimentais: grupo Controle (C):
ratos sedentérios que nao receberam dieta suplementada com creatina; grupo Controle Creatina
(CCr): ratos sedentérios que receberam suplementacdo com 2% de creatina através de uma dieta
normoproteica; grupo Treinado (T): ratos que foram submetidos a um protocolo de treinamento e
grupo Treinado Suplementado (TCr): que foram submetidos a um protocolo de treinamento e

receberam suplementacéo com 2% de creatina através de uma dieta balanceada.

Dietas

Os animais dos grupos suplementados com creatina (CCr e TCr), receberam dieta
balanceada (AIN-93M) (Reeves et al. 1993) acrescida de 2% ou 13% de creatina monoidratada
(All Chemistry, Sao Paulo, SP, Brasil) (Demenice 2008).

De acordo com Hutman et al. (1996) e Vandenbergue et al. (1997) a suplementacdo com
creatina deve ser ofertada em duas fases, com intuito de promover sobrecarga desse substrato no
organismo. Essas fases foram divididas, primeiramente, em fase de pico e posteriormente uma
segunda fase denominada de manutencdo. A fase de pico ofertou 13% de creatina durante sete
dias e a fase de manutencdo contou com 2% de creatina durante o restante do periodo
experimental (55 dias). Tanto durante a fase pico como durante a fase de manutencéo a creatina
foi administrada através da dieta dos animais, portanto os mesmos foram suplementados sete dias
por semana durante as oito semanas de experimento.

Os animais dos grupos C e T receberam dieta balanceada (AIN-93M) (Reeves et al.

1993), sem adicdao de creatina. A composi¢do detalhada da dieta é descrita na Tab 1.
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Tabela 1. Composicgéo das dietas.

AIN — 93M* Acrescida de2% Acrescida de13%
Componentes (g_kg-1) creatina** creatina***
(9_kg-1) (9_kg-1)
Creatina 0 20 130
Amido 464 444 334
Caseina (85% 141,17 141,17 141,17
proteina)
Dextrina 155 155 155
Sacarose 100 100 100
Oleo de soja 40 40 40
Fibras 50 50 50
Mix de minerais 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartaro de colina 2,5 2,5 2,5

* Instituto Americano de Nutri¢cdo (AIN-93M) (Reeves et al. 1993).

** Dieta manutencéo de creatina de acordo com Demenice (2008)

*** Dieta pico de creatina adaptada de Demenice (2008) e de acordo com Hultman et. (1996) e
Vandenbergue et al. (1997)

Protocolo de Treinamento

Todos os animais treinados foram submetidos a exercicio de corrida em esteira rolante na
intensidade equivalente a Maxima Fase Estavel de Lactato individual (MFEL). Para
determinacdo da MFEL foram realizadas series de exercicios de 25 minutos de corrida em esteira
rolante, a diferentes velocidades fixas a cada serie, com intervalos de 48 horas entre elas e, coleta

de sangue (25uL) a cada cinco minutos, para dosagem de lactato. As coletas de sangue foram
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realizadas a partir de pequeno corte na extremidade da cauda do animal. Uma s6 incisédo, efetuada
antes do inicio do exercicio, foi suficiente para a coleta de todas as amostras. A concentracéo
sanguinea de lactato representativa da MFEL foi considerada na maior velocidade onde néo
ocorreu variacdo do lactato sanguineo superior a 1,0mmol/L entre 10 e 25 min de exercicio
(Manchado et al. 2005 e Aradjo et al. 2011.). A concentracdo de lactato sanguinea foi
determinada por método enzimatico (Hil et al. 1924).

Logo ap6s determinada a MFEL, os animais correram na esteira por 40 minutos por dia,
cinco dias por semana na velocidade de MFEL individual. Os valores de lactato sanguineo
durante teste de esforco para determinacdo da Méaxima Fase Estdvel de Lactato (MFEL)
encontrados no inicio do experimento, referentes a um rato, a titulo de exemplo acham-se na

figura 1.

Teste de esforco no inicio do experimento
12-

% -~ 19m/min
E o - 22m/min
9 —— 24m/min
k= -+ 26m/min
§> 64 -- 31m/min
@ - —v
e = 1
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Tempo (min)

Fig 1. Lactato Sanguineo de um animal a titulo de exemplo durante teste de esforco para
determinacdo da Méxima Fase Estavel de Lactato no inicio do experimento. Para esse animal, a

MFEL ocorreu na velocidade de 26m/min a concentracdo sanguinea de lactato de 3,52 + 0,49

mmol/L
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Coleta de sangue e analises bioquimicas

Ao final do experimento, alimentados e em repouso, 0s animais foram exsanguinados
depois de serem anestesiados com gas carb6nico, no momento da eutanasia foram coletadas o
sangue do coragdo (10 ml). Logo apds a coleta o sangue foi centrifugado trés vezes a 2.500 rpm
por cinco minutos em Tampédo fosfato 50 mmol (composi¢do, em mmol: KH,PO4, 1,34 €
NaHPO,.2H20, 7,1) com NaCl 0,9% pH 7,4. Apo6s o isolamento das hemacias, esta foram lisadas
adicionando-se agua (1:1 v/v) e centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos por duas vezes, a fim de
retirar as membranas remanescentes. O sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi congelado
—70°C para posterior analise. A dosagem de hemoglobina do hemolisado foi feita pelo método de
Drabkin (Beutler 1975).

Para dosagem de creatina sérica, foi utilizado o método de Clark, utilizando a reacdo de
Jaffé (Clark e Thompson 1949) foram coletadas. Como biomarcador de estresse oxidativo foi
analisado as concentragdes de peroxido de hidrogénio - H,O, (Amplex® UltraRed Reagent).

Como indicadores do sistema antioxidante, a atividade das enzimas: superdxido dismutase
- SOD (kit comercial da Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), glutationa peroxidase
— GSH-GPx através do kit comercial da Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA),
catalase - CAT (Aebi 1984) e glutationa reduzida — GSH e oxidada — GSSG analisada conforme
método de Hissin e Hilf, (1976), foram analisadas.

Andlise estatistica

A analise dos resultados foi procedida com o auxilio dos pacotes estatisticos
STATISTICA, versdo 7.0. Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilks, para constatar a necessidade da utilizacdo de estatistica paramétrica.

Sendo os dados paramétricos, os resultados foram apresentados como media + erro padréo
da média analisadas estatisticamente pela ANOVA Two-Way seguida de post-hoc de Tukey
HSD, quando necessario.

Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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Resultados

Fica evidente que os animais suplementados com creatina mostram um aumento
significativo nas concentragdes de creatina no soro em relagcdo aos animais que nédo receberam a
suplementacéo (Fig. 2).
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Fig. 2 Concentracdo de creatina (CR) no soro dos animais ao final do experimento. Resultados
expressos com meédia + erro padrdo da média 10 animais por grupo. TCr = Treinados Creatina; T

= Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado. * diferente C; 1 diferente T

Na figura 3 sdo apresentados os valores da concentracdo de peroxido de hidrogénio
(H202) na papa de heméacias dos animais no final do experimento. Houve uma diminuicdo
significativa das concentracfes de H,O, nos animais dos grupos suplementados (CCr e TCr) em
relacdo aos animais dos grupos ndo suplementados (C e T).
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Fig. 3 Concentragdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) na papa de hemacias dos animais ao final
do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da média 10 animais por grupo.
TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado.
@ diferenteCe T

A figura 4 mostram os valores referentes a atividade da enzima Superoxido Dismutase
(SOD) na papa de hemacias dos animais no final do experimento (Fig. 4A). Os animais do grupo
TCr apresentaram uma diminuicdo da atividade da SOD na papa de hemacias em relacdo aos
amimais do grupo C e CCr. Na figura 4B sdo apresentados os valores da atividade da enzima
Glutationa Peroxidase (GSH-GPx) na papa de hemacias dos ratos no final do experimento. N&ao

houve diferenca significativa entre os grupos avaliados.
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Fig. 4 A) Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD); B) atividade da enzima glutationa
peroxidase (GSH-GPx) e C) atividade da enzima catalase (CAT) na papa de hemacias dos
animais ao final do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da média 10
animais por grupo. TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C =

Controle ndo Treinado. * diferente C; # diferente CCr; { diferente T
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Os valores da atividade da enzima Catalase (CAT) na papa de hemécias ao final do
experimento nos tecidos analisados, foram maiores nos animais do grupo TCr em relagéo aos
animais dos grupos CCr e T. (Fig. 4C).

Na figura 5 sdo mostrados os valores da atividade da Glutationa Reduzida (GSH),
Glutationa Oxidada (GSSG) e a Razdo entre Glutationa Reduzida e Glutationa Oxidada
(GSH/GSSG) na papa de hemécias dos ratos no final do experimento. Atividade da GSH
apresentou aumento nos animais do grupo TCr em relacdo aos animais do grupo CCr. Contudo, a
atividade da GSSG apresentou diferencas significas nos animais do grupo suplementados (TCr e
CCr) em relacdo aos animais dos grupos C e T (p.<005). J& a razdo GSH/GSSG apresentou

diminuicdo nos valores dos animais dos grupos CCr, T e TCr em relagdo aos animais do grupo C.
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Fig. 5 Conteddo de glutationa reduzida, glutationa oxidada e razdo glutationa reduzida/glutationa
oxidada na papa de hemécias dos animais ao final do experimento. Resultados expressos com
média + erro padrdoda média 10 animais por grupo. TCr = Treinados Creatina; T = Treinados;

CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado. * diferente C; # diferente CCr; @ diferente
CeT
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Discussao

Inimeros estudos apontam que a suplementacdo com creatina e 0 exercicio regular
resultam em adaptacGes na capacidade antioxidante, as quais protegem as celulas contra os
efeitos deletérios do estresse oxidativo, prevenindo danos celulares subsequentes.

Neste sentido, o presente estudoteve por objetivo verificar os possiveis efeitos
antioxidantes da creatina in vivo. O nossos resultados vdo de encontro com o0s achados na
literatura sobre o potencial efeito da creatina em remover as espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Lawler et al. 2002; Sestili et al. 2006; Guidi et al. 2008; Fimognari et al. 2009). A confirmacao
disso foi que as concentracdes de H,O, analisadas em nosso estudo apresentaram uma diminuicao
significativa nos animais dos grupos sedentarios e treinados que receberam creatina (CCr e TCr)
do que nos demais grupos (C e T). O que cabe ressaltar é que, parece que a suplementacdo com
creatina exerce um efeito seletivo na neutralizagdo da EROs (Pereira e Souza Junior 2008).
Demenice e Jorddo (2011) mostraram que animais suplementados com creatina apresentaram
uma diminuicdo nas concentracbes de H,O, em ratos que fizeram exercicios agudos. Ja
Guimardes — Ferreira et al (2012) mostraram que a suplementacdo com creatina diminui contetdo
EROs no musculo esquelético, possivelmente devido a uma acdo direta da molécula de creatina
em neutralizar a acdo do radical superdxido. Assim a acdo antioxidante direta da creatina parece
se limitar a alguns tipos de radicais livres ou a espécies reativas de oxigénio.

N&o s6 uma menor producdo de EROs €é o suficiente para se ter um um ambiente celular
protegido, devido ao elevado potencial de toxicidade do oxigénio e a sua grande utilizacdo pelos
organismos aerobios, torna-se necessario que estes estejam suficientemente munidos de uma
diversidade de sistemas antioxidantes para proteger as suas células dos efeitos nocivos das EROs
(Ferreira et al. 2007; Lambertucci et al.2007; Hamid et al. 2011).

Nos, analisamos a atividade das enzimas superoxido dismutase — SOD, glutationa
peroxidase — GSH-GPX, catalase — CAT, glutationa oxidada — GSH, gulationa reduzida — GSSG
bem com a razéo entre as duas — GSH-GSSG.

Apesar da auséncia de alteracdo na atividade da GSH-GPx e diminuicdo de atividade da
SOD nos animais do grupo TCr e da razdo GSH/GSSG nos animais dos grupo CCr, T e TCr, 0s

nossos resultados mostram que a suplementacdo com creatina parece atuar tanto de forma direta
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como indiretamente na agdo das enzimas antioxidantes. No presente estudo os animais treinados
e suplementados com creatina apresentaram um aumento significativo nas atividades da CAT e
GSH sugerindo que a creatina poderia estar fazendo uma regulacéo para cima na atividade destas
enzimas. Recentemente Young et al. (2010), mostraram a capacidade da creatina em regular o
sistema redox do tiol, dos quais a GSH € um importante componente. Esses resultados também
foram mostrados por Demenice e Jorddo (2011) onde ratos suplementados com creatina tiveram
um aumento nas atividades de GSH e capacidade antioxidante total (FRAP).

A suplementacdo de creatina em conjunto com o treinamento fisico aumentar ou ndo a
atividade das enzimas do sistema antioxidante ainda é uma questdo que causa controveérsias no
meio cientifico. Alguns autores demonstraram aumento na atividade enzimética antioxidante
(SOD, GSH-GPx, CAT e GSH), no soro e musculo esquelético, induzida pelo treinamento fisico
(Pereira et al., 1994; Smolka et al. 2000), porém outros ndo constataram alteracdes significativas
na atividade das mesmas enzimas (Demenice e Jorddo 2011; Ferreira et al. 2012). O fato das
enzimas SOD, GSH-GPx e razdo GSH/GSSG analisados em nosso estudo ndo apresentarem
alteracdo, bem com uma diminuicdo de suas atividades nos remete a especular a hipotese que a
creatina parecer exercer um efeito poupador, isto €, a creatina pode estar atuando na neutralizacédo
dos EROs e assim ocasionando uma readaptacdo do sistema antioxidante. Essa hipdtese se
fundamenta no fato que inimeras pesquisas com suplemento antioxidantes a base de vitamina E
demostraram inibirem a ag&o das enzimas antioxidantes (Singh 1992; Asha e Kiran 2004; Hamid
et al.2011).

Concluséo
Em nosso estudo podemos concluir que os animais treinados e suplementados com

creatina tiveram efeitos adaptativos sobre a atividade antioxidante enzimatica. Estes resultados

confirma a hipdtese de que a creatina reduz as concentragdes de H,O,.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi determinar efeitos da suplementacdo de creatina nos
biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratos treinados. Para isso, 40 ratos Wistar
adultos (90 dias de idade) foram divididos em quatro grupos por oito semanas: grupo Controle
(C): ratos que ndo receberam dieta suplementada com creatina; grupo Controle Creatina (CCr):
ratos receberam suplementacdo de 2% de creatina na dieta balanceada; grupo Treinado (T):
ratos treinaram em intensidade equivalente a maxima fase estavel de lactato e receberam a dieta
balanceada e grupo Treinado Suplementado (TCr): ratos treinaram em intensidade equivalente a
maxima fase estavel de lactato e receberam suplementacdo de 2% de creatina na dieta
balanceada. Ao final do experimento a concentracdo de creatina, as concentracfes de peroxido de
hidrogénio (H,O;) e dos produtos que reagem ao acido tiobarbiturico (TBARS), atividade das
enzimas superdéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-GPXx), catalase (CAT) bem
como os teores de glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e razdo GSH/GSSG no
figado foram avaliadas. A concentracdo de creatina foi maior nos grupos CCr e TCr que nos
demais grupos. Ja as concentracdes de H,O, apresentaram aumento nos animais dos grupos T e
TCr que nos grupos controles. A atividade da SOD apresentou diminuigdo nos animais do grupo
TCr. A atividade da GSH-GPx apresentou aumento nos animais dos grupos T e TCr enquanto
que CAT que foi aumentada nos grupos CCr e TCr. JA& GSH, GGS e razdo GSH/GSSG néo
apresentaram diferencas entre grupos avaliados. Os resultados deste estudo indicam que a
suplementacdo com creatina agiu de maneira aditiva ao treinamento fisico no fortalecimento das

enzimas antioxidantes no figado dos ratos.

Palavras-chave: Suplementagdo de creatina; Estresse oxidativo; Enzimas; Corrida em esteira

rolante
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1. Introducéo

A prética de atividade fisica € uma condicdo que exerce influéncia no balanco entre
ataque oxidativo e os mecanismos de defesa antioxidante. Tanto para os atletas como o0s
frequentadores de academias, a combinacdo entre a pratica regular de atividades fisicas
associadas ao uso de suplementos antioxidantes pode ser fator importante no restabelecimento do
equilibrio redox do organismo.

A suplementacdo com creatina (SC) é muito popular na industria esportiva, indicada para
manter as reservas de fosfatos ricos em energia durante o exercicio. J& sdo bem estabelecidos
alguns mecanismos e ac¢des da SC na melhora do desempenho no exercicio fisico [1-2], porém,
recentemente algumas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de encontrar outros
relevantes beneficios da SC, em especial o seu uso na diminuicdo do estresse oxidativo celular,
principalmente aquelas promovidas por exercicios exaustivos de mais longa duracdo [3-5]. A
creatina, por ser um produto distal do metabolismo do aminoéacido arginina, € também substrato
para a familia 6xido nitrico sintase e pode estimular a producdo de 6xido nitrico que é um radical
livre que modulam o metabolismo, contratividade e captacdo de glicose pelo musculo esquelético
e figado [6-8]. Certos aminoacidos, como histidina, metionina e cisteina sdo especialmente
susceptiveis a oxidacdo por radicais livres [9]. Na verdade, os grupamentos sulfidril da cisteina
sdo moduladores do estado redox para funcdes de muitas proteinas, capazes de proteger o
grupamento sulfidril das proteinas e de melhorar as funcoes hepéticas [10].

Os efeitos antioxidantes da creatina podem derivar de diferentes mecanismos de acao:
estabilizacdo de membranas celulares e melhora na capacidade energética da célula, também
conhecidos como mecanismos indiretos [11] e propriedades antioxidantes diretas a ela atribuidas
[5]. Recentemente, foi testado o potencial da creatina em agir de forma direta na remocéao de
espécies reativas de oxigénio [12]. Lawler et al. [5], concluiram que a creatina desempenha um
papel antioxidante primario significativo. Trabalhando com técnicas in vitro, esses autores

encontraram uma relacdo dose-resposta da concentracdo de creatina com a capacidade de

remocdo de anion superoxido (O2e—), peroxinitrito (OONO_). Por outro lado, a creatina ndo

mostrou significante atividade antioxidante contra o perdxido de hidrogénio (Hzoz)’ dados estes
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gue demonstram sua seletiva capacidade antioxidante. Sestili et al. [4], também consideram que
a creatina exerce atividade antioxidante direta em células expostas a diversos agentes oxidativos.
Esses autores demonstraram que a creatina, em doses similares as encontradas no plasma apos

suplementacdo, exerce atividade citoprotetora antioxidante em trés diferentes linhas de celulas
contra trés diferentes agentes oxidativos: H,0,, OONO e tB-OOH. Além disso, a citoprotecéo

encontrada foi independente do estado antioxidante da célula, avaliado pela atividade das
enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, sugerindo a interacéo direta entre creatina
e agentes oxidantes e/ou radicais livres.

Em seres humanos o figado parece ser o principal sitio para sintese de creatina [13]. Esse
é um 0Orgdo que precisa gerar grandes quantidades de energia para realizar suas diversas fungoes.
A elevada taxa metabdlica do figado (200 kcal/ kg/tecido/dia) é diretamente associada ao elevado
fluxo de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial [14]. No entanto, alguns desses elétrons sao
desviados para producdo adicional de espécies reativas de oxigénio (EROs). Varios autores tém
demonstrado que o figado sofre aumento do estresse oxidativo apds o exercicio [14-15].

Assim, torna-se interessante especular quanto a interferéncia da SC no balanco ataque
oxidativo e nos mecanismos de defesa antioxidante do organismo no exercicio, em condicGes
laboratoriais. Portanto, este estudo teve como objetivo determinar os efeitos da suplementacéo de

creatina em biomarcadores de estresse oxidativo no figado de ratos treinados.

2. Material e métodos

2.1. Animais e tratamento

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, com livre acesso a
agua e ao alimento. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, medindo 37,0
x 31,0 x 16,0cm, (cinco animais por gaiola) em condicGes de temperatura (22°C) e ciclo

claro/escuro (12h/12h). Todo o experimento com animais foi submetido a apreciagéo e aprovado



134

pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade de Taubaté - UNITAU,
Estado de S&o Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n ©018/08).

O tempo de intervencéo tanto do exercicio fisico como da suplementacdo de creatina foi
de oito semanas, com animais divididos em quatro grupos experimentais: grupo Controle (C):
ratos sedentarios que receberam dieta balanceada; grupo Controle Creatina (CCr): ratos
sedentérios que receberam suplementacdo com 2% de creatina na dieta balanceada; grupo
Treinado (T): ratos foram submetidos a um protocolo de treinamento e receberam a dieta
balanceada e grupo Treinado Suplementado (TCr): ratos foram submetidos a um protocolo de

treinamento e receberam suplementacdo com 2% de creatina na dieta balanceada.

2.2. Dieta

Os animais dos grupos suplementados com creatina (CCr e TCr), receberam dieta
balanceada (AIN-93M) [16] acrescida de 13 ou 2% de creatina monoidratada (All Chemistry,
Séo Paulo, SP, Brasil) [17].

De acordo com Hutman et al. [18] e Vandenbergue et al. [19] a suplementacdo com
creatina deve ser ofertada em duas fases, com intuito de promover sobrecarga desse substrato no
organismo. Essas fases foram divididas, primeiramente, em fase de pico e posteriormente uma
segunda fase denominada de manutencdo. A fase de pico ofertou 13% de creatina durante sete
dias e a fase de manutencdo contou com 2% de creatina durante o restante do periodo
experimental (55 dias). Vale ressaltar que o fato de ter sido administrada através da dieta aos
animais, os mesmos foram suplementados sete dias por semana durante as oito semanas de
experimento.

Os animais dos grupos C e T receberam dieta balanceada (AIN-93M) [16], sem adicao de

creatina. A composicao detalhada da dieta é descrita na Tab 1.
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Tabela 1. Composicgéo das dietas.

AIN — 93M* Acrescida de 2% Acrescida de 13%

Componentes (g_kg-1) creatina** creatina***
(9_kg-1) (9_kg-1)
Creatina 0 20 130
Amido 464 444 334
Caseina (85% 141,17 141,17 141,17
proteina)
Dextrina 155 155 155
Sacarose 100 100 100
Oleo de soja 40 40 40
Fibras 50 50 50
Mix de minerais 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartaro de colina 2,5 2,5 2,5

* Instituto Americano de Nutri¢cdo (AIN-93M) [16].
** Dieta manutencéo de creatina de acordo com Demenice et al. [17]
*** Dieta pico de creatina adaptada de Demenice et al. [17] e de acordo com Hultman et al. [18]

e Vandenbergue et al. [19]

2.3. Protocolo de treinamento

Para determinacdo da Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) foram realizadas series de
exercicios de 25 minutos de corrida com cargas retangulares em esteira rolante, a diferentes
velocidades fixas a cada serie, com intervalos de 48 horas entre elas e, coleta de sangue (25uL) a
cada cinco minutos, para dosagem de lactato. As coletas de sangue foram realizadas a partir de
um pequeno corte na extremidade da cauda do animal. Um so corte, efetuado antes do inicio do

exercicio, foi suficiente para a coleta de todas as demais amostras. A concentracdo sanguinea de
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lactato representativa da MFEL foi considerada na maior velocidade onde ndo ocorreu variagao
do lactato sanguineo superior a 1,0mmol/L entre 10° e 25° min de exercicio [10,20]. A
concentracdo de lactato sanguinea foi determinada por método enzimatico [21].

Logo apds determinada a MFEL os animais correram em esteira rolante na intensidade
individual encontrada durante o teste de MFEL por 40 minutos /dia, cinco dias /semana na
velocidade de 26m/min.

2.4. Analises biogquimica

Ao final do experimento, alimentados e em repouso, os animais foram exsanguinados
depois de serem anestesiados com gas carbénico. No momento da eutanasia amostras do figado
foram extirpadas para dosagem de creatina através do método de Clark, utilizando a reacédo de
Jaffé [22]. Os biomarcadores de estresse oxidativo H,O, estimando através da determinacéo do
peroxido de hidrogénio - (kit Amplex® UltraRed Reagent) e dos produtos que reagem ao &cido
tiobarbitdrico - TBARs [23] também foram avaliados.

Como indicadores do sistema antioxidante, a atividade das enzimas: superdxido dismutase
- SOD (kit comercial Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), glutationa peroxidase —
GSH-GPx (kit comercial Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), catalase - CAT [24] e
glutationa reduzida — GSH e oxidada — GSSG analisada conforme método de Hissin e Hilf, [25].

2.5. Andlise estatistica

A analise dos resultados foi procedida com o auxilio dos pacotes estatisticos
STATISTICA®, versdo 7.0. Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilks, para constatar a necessidade da utilizacdo de estatistica paramétrica. Sendo 0s
dados paramétricos, os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da média, e
foram analisadas estatisticamente pela ANOVA Two-Way seguida de post-hoc de Tukey HSD,

guando necessario. Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.



137

3. Resultados

3.1. Concentracdo de creatina no figado

Fica evidente que os animais suplementados com creatina mostram um aumento

significativo nas concentracdes do mesmo no figado em relacdo aos animais que ndo receberam a

suplementacéo (Fig. 1).

CR - Figado
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Fig. 1. Concentracdo de creatina (CR) no figado dos animais ao final do experimento.

Resultados expressos com meédia + erro padrdo da média de 10 animais por grupo. TCr =
Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado. @

diferente T/C
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3.2. Concentracao de peroxido de hidrogénio (H,O,) e da substancias que reagem ao
&cido tiobarbitarico (TBARS) no figado

Na Fig. 2A sdo apresentados os valores da concentracdo de H,O, no figado dos animais
no final do experimento. Houve um aumento significativo das concentracbes de H,O, nos
animais dos grupos treinados (T e TCr) em relacdo aos animais dos grupos controles (C e CCr).

Na Fig. 2B sdo apresentados os valores de TBARs no figado dos animais no final do

experimento. Nenhuma diferenca foi encontrada em relagdo ao TBARS nos animais.
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Fig. 2. A) Concentracéo de peroxido de hidrogénio (H,0,) e B) concentracdo de substancias que
reagem ao Acido Tiobarbitdrico (TBARs) no figado dos animais ao final do experimento.
Resultados expressos com média + erro padrdo da média de 10 animais por grupo. TCr =
Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado. **
diferente C e CCr
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3.3. Atividade das enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GSH-
GPx) e Catalase (CAT) no figado

A Fig. 3A mostram os valores referentes a atividade da SOD no figado dos animais no
final do experimento. Nenhuma diferenca foi encontrada em relagdo a SOD nos animais. Na Fig.
3B sdo apresentados os valores da atividade da GSH-GPx no figado dos ratos no final do
experimento. Nos animais do grupo T e TCr houve um aumento da atividade em relacdo aos
animais do grupo C.

Os valores da atividade da CAT no figado ao final do experimento ndo apresentaram
diferengas entre os grupos (Fig. 3C). Houve uma aumento da atividade da CAT nos animais dos

grupos CCr e TCr em relacdo aos animais dos grupos controles (C e T).
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Fig. 3. A) Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD); B) atividade da enzima glutationa
peroxidase (GSH-GPx) e C) atividade da enzima catalase (CAT) no figado dos animais ao final
do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da média de 10 animais por
grupo. TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo
Treinado. * diferente C; @ diferente T/C

3.4. Concentracao de Glutationa Reduzida, Glutationa Oxidada (GSSG) e a Razéo entre
Glutationa Reduzida e Glutationa Oxidada (GSH/GSSG) no figado

Na fig. 4 sdo mostrados os valores de GSH, GSSG e a Razdo GSH/GSSG no figado dos
ratos ao final do experimento. Nenhuma diferenca foi encontrada em rela¢do as enzimas GSH,
GSS e razédo entre GSH/GSSG dos animais.
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Fig. 4. Concentracdo de glutationa reduzida, glutationa oxidada e razdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada no figado dos animais ao final do experimento. Resultados expressos
com media + erro padrdo da média de 10 animais por grupo. TCr = Treinados Creatina; T =
Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado.
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4. Discussao

Nos ultimos anos o uso da suplementacdo com creatina (SC) com fungdo antioxidante tem
aumentado. Diversos estudos confirmam esses efeitos e apresentam a creatina como nova
alternativa na prevencdo do estresse oxidativo e, exercendo um papel crucial na diminuic¢do dos
efeitos toxicos da producdo endogena das especies reativas de oxigénio (EROs) [5,26-28).

Nos estudos que se utilizam da SC, h4d um cuidado se realmente ha uma absor¢do desse
suplemento pelo animal. A literatura aponta que a SC na ragdo, numa razéo de 2%, foi capaz de
promover aumento significativo da concentracdo de fosfocreatina (PCr) e creatina em tecidos de
ratos [29-30]. McMillen et al. [30], por exemplo, utilizaram essa quantidade de creatina e
observaram aumento significativo no contetdo total de creatina no musculo gastrocnémio dos
animais em apenas duas semanas de suplementagdo. Em nosso estudo houve um aumento
significativo dos estoques de creatina no figado dos animais dos grupos CCr e TCr e assim
corroborando com os achados na literatura [30-31].

Confirmando o aumento da creatina no figado dos animais suplementados, o presente
estudo objetivou verificar os possiveis efeitos antioxidantes da SC in vivo. Nossos resultados
demonstram que a creatina exerce atividade antioxidante indireta no figado dos animais, isto €,
aumentou a atividade das enzimas antioxidante (GSH-GPx e CAT). No entanto a SC nédo foi
eficaz em normalizar as concentracbes de H,O, elevada pelo exercicio também ndo foram
constatadas diferencas significas nas concentracoes de TBARs entre 0s grupos.

O H,0, desempenha um importante papel para o organismo, ele participa na inducao
celular da expressdao de numerosos genes, entre 0s quais se encontram 0s responsaveis pela
sintese das enzimas antioxidantes [32-34]. No presente estudo foi mostrado que os animais
treinados apresentaram (T e TCr) valores maiores de H,O, do que os animais dos demais grupos
(C e CCr). Esses dados reforcam as observacfes de diversos autores que demonstram que a
creatina parece exercer efeito antioxidante claramente seletivo [26-27]. Lawler et al. [5],
demostraram que a creatina teve a capacidade de remover anion superoxido (O2e-) e peroxinitrito
(OONO") mas néo teve efeito sobre 0 H,0,. Assim a ac¢do antioxidante direta da creatina parece

se limitar a alguns tipos de radicais livres ou a espécies reativas de oxigénio. Sestili et. al. [4]
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verificaram que a creatina ndo foi capaz de neutralizar de maneira significativa as concentragdes
de H,0O, e do composto t-butilhidroperdxido (tB-OOH) que é um derivado dos radicais hidroxilo
(*OH) e alcoxilo (RO*). J& no que diz respeitos as concentraces de TBARS os resultados véo de
encontro com o0s achados anteriores do nosso grupo [35] que ndo mostraram qualquer alteracéo
nos niveis de TBARs no figado de ratos treinados em exercicio em esteira rolante. O conjunto
desses resultados sobre os marcadores pré-oxidantes reforgam o que Sjodin et al. [36] e Souza et
al. [37] demostraram: a pratica de exercicios fisicos predominantemente aerobios provoca
aumento do fluxo de oxigénio na mitocéndria, sendo que aproximadamente cinco por cento deste
oxigénio ndo sdo completamente reduzidos, formando assim EROs.

Devido ao aumento nas concentracfes de H,O, ha necessidade do organismo aumentar a
producdo de enzimas antioxidante tais como SOD, GSH-GPx e CAT a fim de se manter o
equilibrio entre a producédo oxidante e o sistema antioxidante [8, 38-39]. Os resultados da SOD
mostram uma diminuic¢do na atividade dos animais dos grupos T e TCr em relagdo aos animais do
grupo C. A SOD ¢ importante na metabolizagdo do O2«— com formacdo de H,O, [34,40-41].
Assim, embora seja um importante fator de protecdo contra o estresse oxidativo, ela acelera a
formacdo de perdxido de hidrogénio, condicdo essa aumentada durante a pratica de exercicio
fisico. Dessa forma, tem sido sugerido que a diminuicdo da atividade de SOD é explicada
principalmente pelo efeito inibidor de um aumento na producgéo de H,O, [42].

No presente estudo, uma hipotese que pode ser assumida para explicar 0 néo
aparecimento de diferencas da atividade da SOD em resposta a SC e ao exercicio, isso seria um
efeito poupador que creatina possa exercer, isto é, a creatina pode estar atuando na neutralizacao
dos EROs e assim ocasionando uma downregulation do sistema antioxidante, especificamente na
acdo da SOD. Essa hipotese é embasada em algumas pesquisas com 0 uso de suplemento
antioxidantes que demostraram inibicdo da atividade da SOD, GSH-GPx e CAT [43-44].
Contudo, o interessante do nosso estudo foi que ao contrario da SOD, a atividade da GSH-GPx
bem como da CAT apresentaram aumento nos animais treinados e SC. 1sso, pelo menos em parte,
pode ter reduzido a necessidade de aumento na atividade da SOD. Tanto a GSH-GPx quanto a
CAT sdo enzimas presente na maioria dos organismos aerobios e sdo responsaveis pela conversao
do H,0; intracelular em &gua e oxigénio [34,40]. No presente estudo a concentracdo de GSH-

GPx apresentou aumento nos animais dos grupos treinados (T e TCr) comparados aos animais do
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grupo controle. Este achado pode ser explicado pelo fato do treinamento fisico regular ativar
alguns complexos proteicos tais como o NF-xB (factor nuclear kappa B) e Nrf2, sendo este
responsavel por acionar uma variedade de genes, incluindo GSH-GPx mitocondrial [45-46]. Por
outro lado, o efeito do treinamento sobre a atividade e expressdo da CAT ¢€ ainda inconsistente e
controverso [47]. Contudo, 0 aumento da atividade dessa enzima foi observado no figado de ratos
[48], bem como no figado de camundongos [45] e no coracdo de ratos treinados [50].

O mais interessante dos achados do experimento foi que o aumento na atividade da CAT
aconteceu apenas nos animais que receberam a SC. Isto reforca efeito aditivo que a creatina possa
exercer na a¢do das enzimas antioxidantes. O treinamento fisico, segundo Halliwell e Gutteridge
[51] ativa fatores transcricdo como a AMPK, que ativam CATmMRNA, estimulando sua sintese
proteica e possivelmente, aumentando a atividade da CAT, porém o fato da SC também exercer
esse efeito ainda é controverso. De acordo com Sestile et al. [4], a creatina tem efeito limpador
sobre a producdo de EROs sem interferir na acdo das enzimas antioxidantes. Porém, essa alta na
atividade da CAT observada no presente estudo, atribuimos a formacdo de H,O, pela SOD.
Segundo Halliwel e Gutteridge [51], a interacdo quimica do H,O, no sitio ativo da catalase faz
com que um dos atomos de hidrogénio seja transferido do primeiro oxigénio para o segundo,
ocasionando uma quebra heterolitica entre os atomos e formando agua (molécula ndo deletéria).
Uma vez que as concentracfes de H,O, apresentaram aumento nos animais treinados e
suplementados e creatina apresenta acdo neutralizadora desse EROs, por sua vez, explica a
diminuicdo do dano oxidativo esse aumento na atividade da CAT.

Em compensacdo, a quantidade de GSH, GSSG e razdo entre GSH/GSSG, néo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos avaliados. A GSH possui papel central na
biotransformacéo e eliminagéo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo
[52]. Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela reducdo de espécies oxidantes, e
consequente oxidacdo da GSH a GSSG seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através do

ciclo catalitico [52].
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Concluséao

Em resumo, os resultados deste estudo indicam que a suplementacdo com creatina bem
como o treinamento fisico apresentou uma melhora na acdo das enzimas antioxidantes. Mais
estudos sdo necessarios para ampliar os conhecimentos, acerca dos efeitos antioxidantes da

creatina e ainda pouco se conhece sobre os efeitos sobre os demais tecidos corporais.
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Resumo O objetivo deste estudo foi determinar os efeitos da suplementacdo de creatina nos
biomarcadores de estresse oxidativo no musculo esquelético de ratos treinados. Para isso, 40
ratos Wistar adultos (90 dias de idade) foram divididos em quatro grupos, por oito semanas:
grupo Controle (C): ratos sedentarios que receberam dieta balanceada; grupo Controle Creatina
(CCr): ratos sedentérios que receberam suplementacdo com 2% de creatina na dieta balanceada;
grupo Treinado (T): ratos que foram submetidos a um protocolo de treinamento e receberam dieta
balanceada e grupo Treinado Suplementado (TCr): que foram submetidos a um protocolo de
treinamento e receberam suplementacdo com 2% de creatina atraves de uma dieta balanceada. Ao
final do experimento, foram analisadas as concentracdes de creatina, peroxido de hidrogénio
(H20,) e dos produtos que reagem ao acido tiobarbitarico (TBARs) foi analisadas, bem como a
atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-GPXx) e catalase
(CAT) assim como as concentragdes de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), no
musculo gastrocnémio. O tratamento com creatina fez com que concentracdes de creatina, bem
como as concentracfes de H,O, e TBARS apresentassem aumento nos grupos CCr e TCr em
relacdo aos grupos ndo tratados com creatina e este tratamento, também, fez com que as enzimas
SOD e GSH-GPx diminuissem suas atividades. Em resumo, os resultados deste estudo indicam
que a suplementacdo com creatina nao foi eficaz em neutralizar a acdo das EROs no musculo

esquelético.

Palavras-chave Suplementacdo de creatina e Estresse oxidativo eEnzimas e Corrida em esteira

rolante

Abstract

The objective of this study was to determine the effects of creatine supplementation on the

biomarkers of oxidative stress in skeletal muscle of trained rats. To perform the experiment forty

Wistar adult rats (90 days old) were distributed into four groups for eight weeks: control group
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(C): rats that received balanced control diet; creatine control group (CCr): rats that received
supplementation of 2% creatine in the balanced diet; trained group (T): trained rats that were
submitted to a treadmill running protocol and received balanced diet, and supplemented-trained
group (TCr): rats that were submitted to a treadmill running protocol and received
supplementation of 2% creatine through a balanced diet. At the end of the experiment the
concentrations of creatine, hydrogen peroxide (H,O,), products that react to the thiobarbituric
acid (TBARs), activity of the enzymes: superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GSH-GPx), and catalase (CAT) as well as the concentrations of reduced glutathione (GSH) and
oxidized (GSSG) in gastrocnemius muscle were evaluated. The treatment with creatine made
concentration of creatine, H,O, and TBARs increase in groups CCr and TCr in relation to the
groups not treated with creatine and this treatment also has made the SOD enzyme decrease its
activity. In summary, the results of this study indicate that creatine supplementation was not

effective in neutralizing the action of ROS in skeletal muscle.

Keywords: Creatine supplementation, Oxidative Stress, Enzymes, Treadmill running.

INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas durante o metabolismo normal, por
processos enzimaticos e ndo enzimaticos e, continuamente, causam danos a lipidios, proteinas e
acidos nucléicos celulares (Halliwel e Gutteridge 1989; Araujo et al. 2011).

A pratica regular de atividades fisica associada a uma dieta balanceada pode ser
importante fator na promogéo da satde. Todavia, a frequente realizacdo de exercicios fisicos de
alta intensidade ou exaustivos pode aumentar a suscetibilidade a lesdes, promover fadiga cronica
e overtraining, em razdo da elevada sintese de EROS (Cruzat et al. 2007).

No entanto, algumas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de encontrar outros
beneficios relevantes das suplementacfes de antioxidantes, em especial 0 uso de creatina na

diminuicdo do estresse oxidativo celular e sobre a recuperacéo de lesdes do tecido muscular,
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principalmente aaquelas promovidas por exercicios exaustivos de longa duragdo (Kreider 2003;
Cruzat et al. 2007).

A creatina é um produto distal do metabolismo dos aminoacidos glicina e arginina,
produzindo guanidinoacetato e ornitina que participam do ciclo da uréia. Arginina ¢ também
substrato para a familia 6xido nitrico sintase podendo estimular a producdo de 6xido nitrico bem
como radicais livres que modulam o metabolismo, contratilidade e captacdo de glicose pelo
musculo esquelético (Reid 2001; Aradjo e Mello 2009).

Os efeitos antioxidantes da creatina podem derivar de dois diferentes mecanismos de
acdo, tais como: 1) estabilizacdo de membranas celulares e melhora na capacidade energética da
célula, também conhecidos como mecanismos indiretos (Wyss e Schulze 2002) e 2) uma agdo
direta devido a presenca de arginina na sua estrutura molecular (Lawler et al. 2002).

Assim, torna-se de grande interese especular quanto a interferéncia da creatina no balanco
no ataque oxidativo e nos mecanismos de defesa antioxidante do organismo em resposta ao
exercicio fisico.

Portanto, o presente estudoteve como objetivo analisar os efeitos da
suplementacdo de creatina sobre os biomarcadores de estresse oxidativo no musculo esquelético

de ratos treinados.

Materiais e métodos

Animais e tratamento

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, com livre acesso a
agua e alimento. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, com dimensdes
de 37,0 x 31,0 x 16,0 cm, (cinco animais por gaiola) sob condicGes de temperatura (22°C) e ciclo
claro/escuro (12h/12h). Todo o processo experimental foi submetido & apreciagdo e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade de Taubaté - UNITAU,
Estado de S&o Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n ° 018/08).

O tempo de intervencgdo, tanto do exercicio fisico como da suplementacdo de creatina,

foram de oito semanas, com 0s animais divididos em quatro grupos experimentais: grupo
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Controle (C): ratos sedentarios que receberam dieta balanceada; grupo Controle Creatina (CCr):
ratos sedentarios que receberam suplementacdo com 2% de creatina na dieta balanceada; grupo
Treinado (T): ratos que foram submetidos a um protocolo de treinamento e receberam dieta
balanceada e grupo Treinado Suplementado (TCr): que foram submetidos a um protocolo de
treinamento e receberam suplementagdo com 2% de creatina na dieta balanceada.

Os animais dos grupos suplementados com creatina (CCr e TCr), receberam dieta
balanceada (AIN-93M) (Reeves et al. 1993) acrescida de 13 ou 2% de creatina monoidratada
(All Chemistry, Sao Paulo, SP, Brasil) [17].

De acordo com Hutman et al. (1996) e Vandenbergue et al. (1997) a suplementacdo com
creatina deve ser ofertada em duas fases, com intuito de promover sobrecarga desse substrato no
organismo. Essas fases foram divididas, primeiramente, em fase de pico e posteriormente uma
segunda fase denominada de manutencdo. A fase de pico ofertou 13% de creatina durante sete
dias e a fase de manutencdo suplementou com 2% de creatina durante o restante do periodo
experimental (55 dias). Vale ressaltar que o fato de ter sido administrada através da dieta aos
animais, os mesmos foram suplementados sete dias por semana durante as oito semanas de
experimento.

Os animais dos grupos C e T receberam dieta balanceada (AIN-93M) (Reeves et al.
1993), sem adicdo de creatina. A composicdo detalhada da dieta é descrita na Tab 1.

Tabela 1. Composicéao das dietas.

AIN — 93M* Acrescida de 2% Acrescida de 13%

Componentes (9_kg-1) creatina** creatina***
(9_kg-1) (9_kg-1)
Creatina 0 20 130
Amido 464 444 334
Caseina (85% 141,17 141,17 141,17
proteina)
Dextrina 155 155 155
Sacarose 100 100 100

Oleo de soja 40 40 40
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Fibras 50 50 50

Mix de minerais 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartaro de colina 2,5 2,5 2,5

* Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93M) (Reeves et al. 1993).

** Dieta manutencéo de creatina de acordo com Demenice (2008)

*** Dieta pico de creatina adaptada de Demenice (2008) e de acordo com Hultman et. (1996) e
Vandenbergue et al. (1997)

Protocolo de Treinamento

Para determinacdo da Méxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) foram realizadas séries de
exercicios de 25 minutos de corrida em esteira rolante, com cargas retangulares, a diferentes
velocidades fixas a cada série, com intervalos de 48 horas entre elas e, coleta de sangue (25uL) a
cada cinco minutos, para dosagem de lactato. As coletas de sangue foram realizadas a partir de
um pequeno corte na extremidade distal da cauda dos animais. Uma so corte, efetuado antes do
inicio do exercicio, foi suficiente para a coleta de todas as demais amostras. A concentracao
sanguinea de lactato representativa da MFEL foi considerada na maior velocidade na qual ndo
ocorreu variagdo do lactato sanguineo superior a 1,0 mmol/L entre o 10° e 25° min de exercicio
(Manchado et al. 2005 e Aradjo et al. 2011.). A concentracdo de lactato sanguinea foi
determinada por método enzimatico (Hill et al. 1924).

Logo ap6s determinada a MFEL, os animais correram em esteira rolante na intensidade
individual encontrada durante o teste de MFEL por 40 minutos /dia, cinco dias /semana na

velocidade de 26 m/min.

Analises bioguimica

Ao final do experimento, alimentados e em repouso, 0s animais foram exsanguinados

depois de serem anestesiados com gas carbonico. No momento da eutanasia, amostras da por¢édo
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mista do musculo gastrocnémio foram extirpadas para dosagem de creatina muscular através do
método de Clark, utilizando a reacdo de Jaffé (Clark e Thompson 1949). Os biomarcadores de
estresse oxidativo, H,O, estimando através da determinacdo do peroxido de hidrogénio - (kit
Amplex® UltraRed Reagent) e dos produtos que reagem ao acido tiobarbitdrico - TBARS
(Mataix et al. 1998), também foram avaliados.

Como indicadores do sistema antioxidante, a atividade das enzimas: superdxido dismutase
- SOD (kit comercial Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), glutationa peroxidase —
GSH-GPx (kit comercial da Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), catalase - CAT
(Aebi 1984) e glutationa reduzida — GSH e oxidada — GSSG analisada conforme método de
Hissin e Hilf, (1976), foram analisadas.

Andlise estatistica

A andlise dos resultados foi procedida com o auxilio do pacote estatistico
STATISTICA®, versdo 7.0. Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilks, para constatar a necessidade da utilizacdo de estatistica paramétrica. Sendo 0s
dados paramétricos, os resultados foram apresentados como media+erro padrdo da média, e
foram analisadas estatisticamente pela ANOVA Two-Way seguida de post-hoc de Tukey HSD,
quando necessario. Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.

Resultados

Os animais suplementados com creatina tiveram aumento significativo nas concentragoes
desse substrato (Figura 1) e nas concentragdes de H,O, (Figura 2A), no masculo gastrocnémio,

em relacdo aos animais que nédo receberam a suplementacao.
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Fig. 1 Concentracdo de creatina (CR) no mausculo gastrocnémio dos animais ao final do
experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da meédia, 10 animais por grupo.

TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado.

* diferente de C; 1 diferente de T.

A concentracdo de TBARs no musculo gastrocnémio dos animais submetidos ao

treinamento fisico foi maior em relagéo aos sedentarios (Figura 2B)
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Fig. 2 A) Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e B) concentracdo de substancias que
reagem ao Acido Tiobarbitirico (TBARs) no musculo gastrocnémio dos animais ao final do
experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da média, 10 animais por grupo.
TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado.
* diferente C; 1 diferente T; ** diferente C e CCr

Ainda no musculo gastrocnémio, os animais submetidos ao treinamento e a oferta de
creatina (T, TCr e CCr) apresentaram diminuicdo da atividade da SOD em relacdo ao grupo C
(Figura 3A). Quando a atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GSH-GPx) foi analisada, 0s
animais submetidos somente ao protocolo de exercicio fisico, apresentaram diminuicdo da
atividade em relacdo aos animais dos grupos CCr e C no musculo gastrocnémio (Figura 3B). Os
valores da atividade da enzima Catalase (CAT), também no musculo gastrocnémio ao final do
experimento, ndo apresentou diferengas entre os grupos (Figura 3C).

Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos em relacdo a glutationa reduzida
(GSH). Contudo, tanto a GSSG, quanto a GSH/GSSG, foram significativamente maiores nos

animais do grupo TCr em relagdo aos animais dos grupos T e C (p.<005).
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Fig. 3 A) Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD); B) atividade da enzima glutationa
peroxidase (GSH-GPx) e C) atividade da enzima catalase (CAT) no musculo gastrocnémio dos
animais ao final do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da média, 10
animais por grupo. TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C =

Controle ndo Treinado. * diferente C; ** diferente CCre C
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Fig. 4 Atividade das enzimas glutationa reduzida, glutationa oxidada e razdo glutationa
reduzida/glutationa oxidada no musculo gastrocnémio dos animais ao final do experimento.
Resultados expressos com média + erro padrdo da média, 10 animais por grupo. TCr = Treinados
Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado. * diferente C; §
diferente T
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Discussao

Suplementacgdes antioxidantes desempenham um papel crucial na prevencédo dos efeitos
toxicos da producdo enddgena de especies reativas de oxigénio (EROs) e estudos mostram que, a
suplementacdo com creatina exerce efeito protetor contra o estresse oxidativo induzido pelo
exercicio fisico (Demenice e Jordao 2011; Guimarées - Ferreira et al. 2012).

O presente estudo teve como objetivo verificar os possiveis efeitos antioxidantes da
suplementacdo de creatina in vivo e sua relacdo com o exercicio fisico. Para isso, ratos foram
submetidos tanto ao exercicio fisico, bem como a oferta de creatina e tendo as concentragdes de
peroxido de hidrogénio (H.0-), biomarcadores de peroxidacdo lipidica e atividades de enzimas
antioxidantes avaliadas no musculo gastrocnémio.

A anélise da concentragdo de H,O, é um importante marcador da agdo das EROs. Em
nosso estudo, os niveis de H,O, estavam aumentados nos animais suplementados com creatina
em relacdo aos animais ndo suplementados. Esse resultado vai de encontro com os achados de
Sestili et. al. (2006), onde a creatina ndo foi capaz de neutralizar de maneira significativa as
concentragdes de H,0, e t-butilhidroperoxido (tB-OOH). Esses dados demonstram que a creatina
exerce efeito antioxidante claramente seletivo. Lawler et al. (2002), confirmam esse achados
onde demostraram que a creatina tem a capacidade de remover além do acido 2,2‘azino-bis(3-
etilbenzenotiazolino-6-sulfonico ABTS+) e O2¢- 0 OONO- mas ndo o H,O, . Assim a acdo
antioxidante direta da creatina parece se limitar a alguns tipos de radicais livres ou a espécies
reativas de oxigénio. Ainda segundo Guimardes — Ferreira (2012), os efeitos antioxidantes da
creatina podem ser devido a modulagdo da expresséo e/ou atividades das enzimas antioxidantes
em um efeito direto sobre a eliminagdo de EROs bem como uma modula¢do de producgédo de
EROs em locais especificos. Embora inumeros estudos tenham demonstrado o efeito protetor da
creatina contra a producdo de espécies reativas e dano tecidual, 0 mecanismo exato pelo qual a
creatina desempenha este papel protetor ainda esta sendo discutido (Sestili et al. 2011; Demenice
e Jorddo 2011).

Outro marcador pré—oxidante muito utilizado para verificar os efeitos deletérios das
EROs, séo os produtos que reagem ao acido tiobarbitarico - TBARs (Araujo et al. 2009). Esse

marcador indica o nivel de peroxidacéo lipidica ocasionado pelos radicais livres e EROs. N0ssos
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resultados corroboram com os dados anteriores de nosso grupo (Aradjo et al. 2010), onde o0s
animais treinados apresentaram aumento na concentracdo muscular de TBARs em relagcdo aos
animais mantidos sedentarios.

Aumento na peroxidacao lipidica tem sido relatado apds o exercicio (Alessio et al. 2000;
Miyazaky et al. 2001), embora nem sempre seja constatado (Selman et al. 2002) havendo assim
um acerta contradicdo entre os resultados de diferentes estudos envolvendo a producdo de
TBARSs gerada pelo exercicio fisico de moderado a intenso em oOrgdo e tecidos de modelos
animais (Prada et al. 2004). O aumento na peroxidacdo lipidica parece ser tecido especifico.
Avula e Fernandes (1999) constataram reducéo da peroxidacdo lipidica nos rins e nas glandulas
salivares, e aumento da mesma no figado de camundongos treinados por corrida em esteira
analisados em repouso, em comparacao aos sedentarios, porém nenhuma diferenca foi constatada
no masculo esquelético e cardiaco entre os dois grupos. Radak et al. (1999) também néo
verificaram qualquer diferenca nos niveis de peroxidacdo lipidica no muasculo esquelético de
ratos treinados por natacdo e sedentarios, analisados em repouso.

Neste estudo constatou-se que houve um aumento nos niveis de ataque oxidativo tanto
nos animais treinados quanto os suplementados com creatina. A literatura tem demonstrado que o
exercicio fisico aumenta a geracdo de radicais livres no corpo, que por sua vez, estimulam
0 aumento da producdo de enzimas antioxidante tais como SOD e GSH-GPx (Fisher-Wellman e
Bloomer 2009). Um equilibrio entre a produgdo oxidante e o sistema antioxidante
assegura um ambiente celular protegido.

No presente estudo foi analisada a atividade das enzimas superoxido dismutase — SOD,
glutationa peroxidase — GSH-GPx, catalase — CAT bem como os teores de glutationa oxidada —
GSH, gulationa reduzida — GSSG e razéo entre as duas — GSH/GSSG e foi possivel mostrar
diminuicdo nas concentragdes da SOD e GSH-GPx nos animais dos grupos CCr, T e TCr em
relagdo aos animais do grupo C. A atividades das enzimas CAT bem como GSH ndo
apresentaram nenhuma diferenca.

A questdo referente aos efeitos da suplementacéo de creatina e do treinamento fisico sobre
a atividade das enzimas do sistema antioxidante ainda ndo foi totalmente elucidada. Enquanto
alguns autores demonstraram aumento na atividade enzimatica antioxidante (SOD, GSH-GPXx,

CAT e GSH), no musculo esquelético, induzida pelo treinamento fisico (Pereira et al., 1994;
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Smolka et al. 2000) outros ndo constataram alteracOes significativas na atividade das mesmas
enzimas, em conjunto com a suplementacéo de creatina (Demenice e Jorddo 2011; Ferreira et al.
2012). As respostas das enzimas antioxidantes musculoesqueléticas parecem ser dependentes do
ergdmetro utilizado: natacdo (Pereira et al. 1994), corrida em esteira (Alessio et al. 2000; Smolka
et al. 2000), corrida em roda de atividade espontanea (Selman et al. 2002) ou exercicio
intermitente (Atalay et al. 1996; Smolka et al. 2000) assim como do tipo de fibra muscular
(Atalay et al. 1996; Powers et al. 1994) e da espécie estudada: rato (Alessio et al. 2000; Pereira et
al. 1994; Smolka et al. 2000), camundongos (Silva et al. 2010) ou outros mamiferos (Selman et
al. 2002).

O aumento da GSH/GSSG nos animais do grupo TCr, pelo menos em parte, indica uma
tentativa do sistema antioxidante muscular em manter o equilibrio redox. Isso corrobora com a
literatura que mostra os efeitos da suplementacdo com creatina em remover as EROs,
contribuindo assim, para o sistema antioxidante. (Lawler et al 2002; Sestili. et al. 2006; Guidi et
al. 2008; Fimognari et al. 2009).

Concluséao

Em resumo, alguns resultados do presente estudo apresentaram discrepancias com 0s
relatados previamente na literatura. Os mecanismos pelo quais a suplementacédo com creatina e o
treinamento fisico aumentariam a atividade das enzimas antioxidantes, reduzindo a producédo de
EROs, ainda ndo é bem definido pela literatura.

Nesse sentido, novos estudos devem ser conduzidos baseados na biologia molecular a fim
de elucidar os efeitos globais da suplementacdo com creatina no sistema pré—oxidante, bem como
a interferéncia da creatina nos mecanismos responsaveis pelas adaptacdes dos parametros de

estresse oxidativo e se os resultados aqui apresentados refletem em outros tecidos.
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Resumo: Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo de creatina na dieta sobre indicadores do
metabolismo glicidico no musculoesquelético de ratos exercitados. Métodos: 40 ratos Wistar
adultos foram divididos em quatro grupos, por oito semanas: Controle: receberam dieta
balanceada, mantidos sedentarios; Controle Creatina: receberam suplementacdo de creatina (2%)
na dieta balanceada, mantidos sedentérios; Treinado: correram em esteira na intensidade da
méaxima fase estavel de lactato e receberam a dieta balanceada e grupo Treinado Suplementado:
correram em esteira na intensidade da maxima fase estavel de lactato e receberam suplementagéo
de creatina (2%) na dieta balanceada. Resultados: A ingestdo hidrica aumentou e o ganho de
massa corporal reduziu no grupo treinado e suplementado. No musculo s6leo, aumento da
oxidacdo de glicose em ambos os grupos suplementados. A producdo de lactato e a glicemia
durante teste de tolerancia a glicose diminuiram no grupo treinado e suplementado. Conclus@es:
A suplementacdo com creatina, em conjunto com treinamento fisico, melhorou metabolismo de

glicidico muscular de ratos.

Palavras-chave: indice somatico, tolerancia a glicose, atividade fisica.

Abstract: Objective: Evaluate the effect of creatine supplementation in the diet on indicators of
glucose metabolism in skeletal muscle of exercised rats. Methods: Forty Wistar adult rats were
distributed into four groups for eight weeks: 1) Control: sedentary rats that received balanced
diet; 2) Creatine control: sedentary rats that received supplementation of 2% creatine in the
balanced diet; 3) Trained: rats that ran on a treadmill at the Maximal Lactate Steady State and
received balanced diet; and 4) Supplemented-trained: rats that ran on a treadmill at the Maximal
Lactate Steady State and received creatine supplementation (2%) in the balanced diet. Results:
The hydric intake increased and the body weight gain decreased in the supplemented-trained
group. In the soleus muscle, the glucose oxidation increased in both supplemented groups.
Conclusions: Creatine supplementation in conjunction with exercise training improved muscular

glycidic metabolism of rats.

Keywords: Somatic index, Glucose tolerance, Physical activity.
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Introducéo

A grande procura pelo corpo perfeito ou pela melhora do rendimento esportivo tem
levado ao estudo e desenvolvimento de muitos métodos para potencializar o desempenho, 0
ganho de massa muscular e a perda de gordura. A creatina € um suplemento que tem despertado
interesse no meio esportivo, uma vez que 90% da creatina do corpo sdo armazenados no musculo
esquelético, onde representa, na forma fosforilada, conjuntamente com o ATP, reserva energética
fundamental para a contracdo (WILLIAMS et al. 2000; ARAUJO et al. 2009), mais evidéncias
sugerem que este nutriente € capaz de melhorar a forca e poténcia muscular, além de auxiliar na
hipertrofia e ganho de massa magra (BEMBEM e LAMONT 2005; HOFMAN et al. 2006).

Para que o organismo possa se beneficiar da suplementacdo de creatina, esta deve ser
absorvida intacta pelo sistema digestorio e distribuida a corrente sanguinea, porém ha varios
fatores capazes de influenciar a captacdo de creatina para as células musculares e dentre eles, 0s
horménios exercem importante efeito. A insulina, as catecolaminas e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), podem estimular essa captacdo (ODOOM et al. 1996). O exercicio
fisico também demonstrou efeitos estimulantes sobre captacdo de creatina (WILLIAMS et al.
2000). Em contrapartida a suplementacdo de cafeina ndo melhora a eficiéncia da creatina, nao
aumenta os niveis musculares de creatina fosfato (CP), e ndo melhora o desempenho fisico, sendo
considerada como supressora do efeito ergogénico da creatina (HESPEL et al. 2002).

Evidéncias demonstram que a creatina pode influenciar a homeostase de glicose no
musculo esquelético (FREIRE et al. 2008; GULANO et al. 2008). O perfil metabdlico e a
homeostase energética das células musculares séo alterados de acordo com mudancas no nivel de
atividade e na oferta de substratos energéticos que essas células apresentam. Neste aspecto, sdo
reportadas taxas aumentadas de secrecdo insulinica (SOUZA et al. 2006), maior expressdo de
receptores GLUT-4 (OP’TEIJNDE et al. 2001; SOUZA et al.2006) ¢ aumento na concentragao
intramuscular de glicogénio (YOUNG et al.2002), apds a suplementagdo. Acredita-se que a
creatina tenha efeito hipoglicemiante, porém, diversos autores ndo conseguiram confirmar
hiperinsulinemia apos a ingestéo de creatina (NEWMAN et al. 2003; FREIRE et al. 2008).
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De fato, mais estudos sdo necessarios para esclarecer quais os reais efeitos da
suplementacdo de creatina na homeostasia da glicose. Assim, 0 proposito deste estudo foi avaliar
o efeito da suplementacdo de creatina na dieta sobre os indicadores do metabolismo glicidico no

musculoesquelético de ratos exercitados.

Meétodos

Animais e Experimentagéo

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar com 90 dias de idade, com livre acesso a
agua e alimento. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, com dimensdes
de 37,0 x 31,0 x 16,0 cm (cinco animais por gaiola), em condi¢cOes de temperatura (22°C) e ciclo
claro/escuro (12h/12h). Todo o processo experimental foi submetido & apreciacdo e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacido Animal da Universidade de Taubaté - UNITAU,
Estado de S&o Paulo, Brasil (registro CEEA / UNITAU n °© 018/08).

O tempo de intervencdo, tanto do exercicio fisico como da suplementacdo de creatina,
foram de oito semanas, com animais divididos em quatro grupos experimentais: grupo Controle
(C): ratos sedentarios que receberam dieta balanceada; grupo Controle Creatina (CCr): ratos
sedentarios que receberam suplementacdo de creatina na dieta balanceada; grupo Treinado (T):
ratos foram submetidos a um protocolo de treinamento e receberam a dieta balanceada e grupo
Treinado Suplementado (TCr): ratos foram submetidos a um protocolo de treinamento e

receberam suplementacéo de creatina na dieta balanceada.
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Suplementacéo, registro do peso corporal e ingestdo alimentar e hidrica

Os animais dos grupos suplementados com creatina (CCr e TCr), receberam dieta
balanceada (AIN-93M) (REEVES et al., 1993) acrescida de 13 ou 2% de creatina monoidratada
(All Chemistry, Sao Paulo, SP, Brasil) [17].

De acordo com Hutman et al. (1996) e Vandenbergue et al. (1997) a suplementagdo com
creatina deve ser ofertada em duas fases, com intuito de promover sobrecarga desse substrato no
organismo. Essas fases foram divididas, primeiramente, em fase de pico e posteriormente uma
segunda fase denominada de manutencdo. A fase de pico ofertou 13% de creatina durante sete
dias e a fase de manutencdo suplementou com 2% de creatina durante o restante do periodo
experimental (55 dias). Vale ressaltar que o fato de ter sido administrada através da dieta aos
animais, os mesmos foram suplementados sete dias por semana durante as oito semanas de
experimento.

Os animais dos grupos C e T receberam dieta balanceada (AIN-93M) (REEVES et al.,

1993), sem adicdo de creatina. A composi¢do detalhada da dieta é descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Composicgéo das dietas.

AIN — 93M* Acrescida de 2% Acrescida de 13%

Componentes (g_kg-1) creatina** creatina***
(9_kg-1) (9_kg-1)
Creatina 0 20 130
Amido 464 444 334
Caseina (85% 141,17 141,17 141,17
proteina)
Dextrina 155 155 155
Sacarose 100 100 100
Oleo de soja 40 40 40
Fibras 50 50 50

Mix de minerais 35 35 35
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Mix de vitaminas 10 10 10
L-cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartaro de colina 25 25 2,5

* Instituto Americano de Nutricdo (AIN-93M) (REEVES et al., 1993).

** Dieta manutencéo de creatina de acordo com Demenice et al. (2009)

*** Dieta pico de creatina adaptada de Demenice et al. (2009) e de acordo com Hultman et al.
(1996) e Vandenbergue et al. (1997)

monitorados semanalmente. Os resultados referentes ha ingestdo alimentar e
ingestdo hidrica foram analisados através do calculo da &rea sob a curva de ingestdo durante o
experimento, pelo método trapezoidal (MATHEWS et al., 1990), utilizando-se o software
ORIGIN 6.0 (2000).

Protocolo de atividade fisica

Os ratos dos grupos treinados realizaram exercicio de corrida em esteira em intensidade
equivalente a maxima fase estavel de lactato (MFEL). Para a determinacdo da MFEL, foram
realizadas séries de exercicios de 25 minutos de corrida em esteira rolante, com cargas
retangulares, a diferentes velocidades fixas a cada série, com intervalos de 48 horas entre elas e,
coleta de sangue (25uL) a cada cinco minutos, para dosagem de lactato. As coletas de sangue
foram realizadas a partir de um pequeno corte na extremidade distal da cauda dos animais. Um s
corte, efetuada antes do inicio do exercicio, foi suficiente para a coleta de todas as demais
amostras. A concentragdo sanguinea de lactato representativa da MFEL foi considerada na maior
velocidade onde ndo ocorreu variacdo do lactato sanguineo superior a 1,0 mmol/L entre o 10° e
25° min de exercicio (MANCHADO et al., 2005; ARAUJO et al., 2011). A concentragdo de
lactato sanguinea foi determinada por método enzimético (HILL et al., 1924).

Logo apos determinada a MFEL os animais correram em esteira rolante na intensidade

individual encontrada durante o teste de MFEL por 40 minutos /dia, cinco dias /semana.

Teste de tolerancia a glicose oral - TTGo
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O TTGo foi realizado aos 150 dias de idade, com os animais ap6s 12 horas de jejum. Uma
primeira coleta de sangue foi feita, através de um pequeno corte na extremidade distal da cauda
dos animais. Em seguida, uma solucdo de glicose (80%) foi administrada para cada animal em
uma quantidade de 2 g/Kg de massa através de sonda géastrica de polietileno. Amostras de sangue
foram coletadas ap6s 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25pL,
visando a determinacdo das concentracfes de glicose. Um Unico corte na extremidade distal da
cauda foi suficiente para coleta de todas as amostras sanguineas. As concentracdes de glicose
sanguinea foram determinadas pelo método glicose-oxidase utilizando kits comerciais e as de
insulina, pelo radioimunoensaio (HERBERT et al., 1965). Os resultados foram analisados atraves
do célculo da &rea sob a curva de glicose durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS et
al., 1990), utilizando-se o software ORIGIN 6.0 (2000).

Indicadores do metabolismo glicidico muscular: oxidacdo e captacdo de glicose, sintese de

glicogénio e producédo de lactato pelo musculo séleo

Ao final do experimento, alimentados e em repouso, 0s animais foram exsanguinados
depois de serem anestesiados com gas carbénico. No momento da eutanasia foi extirpado o
muasculo so6leo direito para dosagem dos indicadores do metabolismo glicidico muscular
(oxidacao e captacdo de glicose, sintese e concentracdo de glicogénio e producdo de lactato). O
musculo séleo direito foi isolado com o minimo de lesdo possivel e fatias longitudinais de massa
entre 25 e 35 mg foram colocadas em frascos de cintilagdo com capacidade de 20 mL
siliconizados, contendo 1,5 mL de tampédo Krebs-Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados
com tampas de borracha, selados com anel plastico e submetidos a 30 minutos de pre-incubacéo
sob agitacdo em banho tipo Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/5%).
ApoOs esse periodo, as fatias musculares foram transferidas para novos frascos de cintilagdo, em
cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha com uma haste reta de
aproximadamente trés cm de comprimento, inserida nas tampas de borracha do frasco externo.
Cada frasco externo continha 1,5 mL de tampéo Krebs-ringer e cada frasco interno 700 ml de
hiamina 10x. Ap6s 60 minutos de incubacdo nesse sistema, com gaseamento durante os 15

primeiros minutos, foram adicionados 100 ml de acido tricloroacético (TCA) 25% ao frasco
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externo, visando a liberagdo de CO,. Essa preparacao foi mantida por mais duas horas no sistema,
porém, com a fatia do musculo fora do alcance da solu¢do com TCA. Decorrido esse tempo, 200
ml do liquido contido no frasco interno foram retirados para a determinagdo do CO, produzido. O
meio de incubacéo acidificado, contido no frasco externo, foi armazenado para a determinacdo do
lactato, e a fatia de musculo foi imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extracao
(SJORGREEN et al., 1938) e dosagem (DUBOIS et al., 1956) do glicogénio muscular. A
temperatura na pré-incubacéo e incubagcéo foi de 37°C. O tampédo Krebs-Ringer, base dos meios
de pré-incubacdo e incubacdo, € constituido de: NaCl 06%, NaHCO3; 019%, HEPES 6,64mM,
KCI 0,032%, CaCl, 1,14nM, KH,PO4 0,015%, MgSO,4 0,03%. A solugédo assim preparada foi
gaseada durante 20 a 30 minutos em O,/CO, (95%/15%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solugéo
foram adicionados 20 volumes de albumina sérica bovina livre de gordura (BSA). Ao meio de
pré-incubacdo foram adicionados piruvato de sodio para concentracdo de 5 mM e glicose
(5,5mM) contendo [U-*C] glicose (0,25 mCi/ml), [®H] 2-deoxiglicose (2DG=0,5mCi/ml) e
insulina (100mUI/ml). Feitas as adi¢6es, o pH foi ajustado a 7,4 e os meios transferidos para 0s
frascos, os quais foram selados e equilibrados no banho a 37°C sob gaseamento em O,/CO,
(95%/5%) durante pelo menos 15 minutos. Fatias do mesmo musculo, com peso semelhante ao
daquelas incubadas, foram utilizadas para determinacdo da concentragdo controle de glicogénio.
Foram avaliadas a captacdo de glicose utilizando-se a 2 DG como marcador, € a incorporacao do
Y“C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do 3H da 2 DG '*C da glicose,
respectivamente, através de contador de particula beta. O lactato radioativo liberado no meio de
incubacdo foi determinado por separacdo de metabdlicos em coluna de troca idnica (Dowex-2,
Sigma). Para a estimativa da glicose oxidada (producao de CO,), foi determinada a radioatividade
do *C presente no liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubagéo
(NUNES; MELLO, 2005).

Andlise estatistica

A andlise dos resultados foi procedida com o auxilio do pacote estatistico

STATISTICA®, versdo 7.0. Todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
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Shapiro-Wilks, para constatar a necessidade da utilizagdo de estatistica paramétrica. Sendo os
dados paramétricos, os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da média, e
foram analisadas estatisticamente pela ANOVA Two-Way seguida de post-hoc de Tukey HSD,

quando necessario. Para todas as analises, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.

Resultados

Indicadores somaticos

Os valores referentes ao Ganho de Massa Corporal dos animais durante o experimento
encontram-se na Tabela 2. Os animais dos grupos treinados e (T e TCr) reduziram
significativamente a massa corporal ao longo do experimento em comparagdo com 0s animais
dos grupos controles (C e CCr). Na Tabela 2 encontram-se os resultados da area sob a curva de
Ingestdo Alimentar dos ratos no decorrer do estudo. A Ingestdo Alimentar de todos os animais
manteve-se estavel ao longo do experimento, ndo havendo diferencas significativas entre os
grupos. Com relacdo a Ingestdo Hidrica os animais do grupo TCr apresentaram uma aumento na

ingestdo em relacdo aos animais do grupo C (Tabela 2).
Indicadores do metabolismo muscular

Na Figura 1 constam os resultados referentes ao metabolismo da glicose no musculo séleo
no fim do experimento. Captacdo de glicose apresentou aumento nos animais dos grupos treinado
(T e TCr) em relacdo aos animais dos grupos controle (C e CCr). Sintese de glicogénio,
Concentracéo de glicogénio ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos avaliados.
Ja a Oxidacéo de glicose foi superior nos grupos suplementados (TCr e CCr) em relacdo aos
grupos ndo suplementados (T e C) (p < 0,05). A producdo de lactato pelo musculo soleo foi

reduzida no grupo TCr em relagéo ao grupo CCr.

Indicadores de Tolerancia a Glicose

Na Figura 2 encontram-se os resultados da &rea sob a curva sob a curva glicémica durante

teste de toleréncia a glicose (AUCG) dos animais ao final do experimento. Os animais do grupo
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TCr apresentaram uma menor &rea sob a curva em relacdo aos animais dos grupo controles (C e
CCr).

Tabela 2 — Ganho de massa corporal (g), area sob a curva de ingestdo alimentar (g/100g de rato x
4 semanas) e area sob a curva de ingestdo hidrica (ml/100g de rato x 4 semanas) dos animais no

final do experimento.

Parametros C (10) CCr (10) T (10) TCr (10)

ASC - Ingestdo Alimentar ~ 253,68+2,80  236,15+1,98 216,65+1,47 262,68+1,88
Resultados expressos com médiaterro padrdo da média, com o numero de animais entre
parénteses. TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle nao

Treinado. ASC = &rea sob a curva. * diferente C; # diferente CCr
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Figura 1. Captacdo e oxidacdo de glicose, sintese de glicogénio, producdo de lactato e
concentracdo de glicogénio no musculo soleo isolado ap6s a eutanasia dos animais. Resultados
expressos com média + erro padrdo da média de 10 fatias musculares por grupo. TCr =
Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle ndo Treinado. **
diferente CCr/ C; # diferente CCr; @ diferente T/ C
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Figura 2. Area sob a curva glicémica durante teste de tolerancia a glicose (AUCG) dos animais
ao final do experimento. Resultados expressos com média + erro padrdo da média de 10 animais
por grupo. TCr = Treinados Creatina; T = Treinados; CCr = Controle Creatina; C = Controle nao

Treinado. * diferente C; # diferente CCr

Discussao

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da suplementacéo de creatina na dieta sobre 0s
indicadores do metabolismo glicidico no musculoesquelético de ratos exercitados. Alguns autores
relatam que a suplementagdo com creatina pode modificar a utilizagdo de substratos energeticos,
como a glicose e o lactato, e possivelmente melhorar o desempenho fisico durante exercicios
prolongados que utilizem, preferencialmente, o metabolismo aerébico (BEMBEM et al., 2005).

A primeira analise que se faz do presente estudo é quanto ao ganho de massa dos animais
ao final do experimento. Os animais do grupo TCr apresentaram uma diminuicdo da massa
corporal em relacdo aos animais dos grupos C e CCr. Frente a esse resultado pode-se supor que,
0s animais treinados e suplementados com creatina apresentaram um gasto energético de maior

magnitude. Estes resultados corroboram com relatos da literatura com ratos treinados em esteira
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ergomeétrica, sob protocolos de intensidades aerdbias, os quais reduzem o consumo de ragdo com
consequente perda de massa (BERNARDES et al., 2004; SILVEIRA et al., 2008; NERY et al.,
2011). De fato, Silveiraet al. (2008) defendem que, em resposta a um treino fisico, ocorre
aumento de massa magra e reducao de massa gorda com elevada captacdo de acidos graxos pelo
tecido exercitado. Estudos tém demonstrado que o exercicio também pode aumentar o tecido
adiposo marrom (BERNARDES et al., 2004), contribuindo para o aumento da termogénese e
reducdo da massa corporal total. Outra hipdtese que podemos destacar é que os exercicios fisicos
representam uma forma de estresse e promovem liberacdo de CRH (hormonio liberador de
corticotropina) pelo hipotalamo, na dependéncia da intensidade do agente estressor. Rivest e
Richard (1990) demonstraram efeitos anorexigenos induzidos pelo CRH, simulando, deste modo,
os efeitos desencadeados pelos exercicios. Neste contexto, os exercicios fisicos aerdbios
aplicados neste estudo, parecem representar, de fato, um estimulo estressor suficientemente capaz
de ativar o eixo hipotadlamo-hipéfise adrenal. Ainda, de acordo com prévios estudos, a alteragao
da massa corporal em virtude da suplementacdo de creatina tem mostrado efeito contraditério,
pois alguns autores mostram aumento (VOLEK et al., 2004; SOUZA et al., 2006) enquanto
outros ndo observam alteracdes (LOUIS et al., 2003; FRANCO et al., 2007).

Quanto a analise da area sob a curva de ingestdo alimentar ndo foram visto diferencas
entre 0s grupos avaliados. A ingestdo manteve-se estavel entre os grupos, porém a area sob a
curva de ingestdo hidrica apresentou aumento no consumo dos animais do grupo treinado e
suplementa com creatina em relacdo aos animais controles. De acordo com Hall (2011) a
osmolalidade plasmatica é o mais potente estimulo que induz a sede, e consequentemente,
aumento na ingestdo hidrica dos animais. Neste sentido, Poortmans e Francaux (2000) relatam
que a suplementacdo com creatina elevou a ingestéo hidrica que por sua vez favoreceu 0 aumento
na hidratacdo celular, esse efeito induziu aumento de sintese protéica, diminuindo a proteolise e
favorecendo o desenvolvimento de uma massa muscular livre de gordura.

Quanto a analise dos indicadores do metabolismo muscular, a oxidacdo de glicose
apresentou aumento nos animais suplementados com creatina em compara¢do aos animais nédo
suplementados. Esse efeito pode demonstrar uma diminui¢do na oxidacdo de acidos graxos, 0S
quais tém preferéncia de oxidagdo em repouso e em exercicio leves como uma forma de poupar a

glicose (CURI et al., 2003). Ja o efeito do exercicio no grupo TCr, permite um redirecionamento
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da via, favorecendo a incorporacgdo da glicose na forma de glicogénio, em proporc6es mais altas
do que em repouso ou mesmo em comparagcdo com o0 grupo treinado ndo suplementado.
Corroborando com os achados de Moura (2010), em estudo com ratos alimentados com dieta rica
em frutose, esse aumento na velocidade de incorporacao de glicose ndo pode ser considerada uma
resposta a deplecdo de glicogénio, haja vista, que suas concentra¢cdes totais no musculo ndo
foram diferentes entre os grupos.  Outro resultado importante encontrado no presente estudo
foi que, os animais TCr apresentaram uma diminuicdo na producéao de lactato pelo musculo soleo
isolado. Estudos envolvendo seres humanos informam que individuos treinados apresentaram
aumento na capacidade de transporte de lactato da fibra muscular para a circulagdo sanguinea
(JACOBS et al., 1986). Essas observacGes foram também descritas por Oyono-Enguelle et al.
(1990) em seres humanos e por Gobatto et al. (2001) em ratos, 0s quais associaram 0 aumento da
concentracdo de lactato sanguineo, bem como menor concentracdo de lactato no musculo, ao
maior efluxo muscular desse substrato durante o exercicio fisico agudo envolvendo individuos e
animais bem-condicionados. Nesse sentido Ceddia et al. (2004) verificaram a influéncia da
suplementacdo de creatina sobre o metabolismo da glicose e a formacdo de lactato. Eles
observaram que a suplementacdo com creatina incrementou a expressao do receptor de creatina
(CT-1) e dos receptores da glicose (GLUT-4). Com isto, o contedo intramuscular de glicogénio
e de Cr foi aumentado. Por um mecanismo ainda desconhecido, as altas concentragdes celulares
de creatina e fofoscreatina (CP) atenuaram a atividade da lactato desidrogenase (LDH),
diminuindo a formacéo de lactato.

O ultimo resultado que analisamos €é o referente a area sob a curva glicémica durante teste
de tolerancia a glicose (AUCG) dos animais ao final do experimento. Os animais treinados e
suplementados com creatina apresentam uma menor AUCG em relacdo aos animais controles. A
suplementacdo com creatina aliada ao exercicio fisico melhorou a tolerancia a glicose dos
animais ao final do experimento. Como dito anteriormente, a administracdo de creatina afeta a
homeostase da glicose. Ja foi demonstrado in vitro (ALSEVER et al., 2002) que a creatina afeta o
metabolismo dos carboidratos ao estimular diretamente a secrecdo de insulina nas ilhotas
pancreaticas isoladas. Esse fato foi comprovado in vivo (ROONEY et al., 2002; ROONEY et al.,
2004) em trabalho estudando a suplementacdo de creatina em ratos, para observar os efeitos no

transporte e estoque de glicose no musculo esquelético em longo prazo, mostrando elevada
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secrecdo de insulina e alteracdo na homeostase da glicose apds oito semanas de suplementacao,
quando comparados com 0s controles. I1sso demonstrou que existe relacdo entre os efeitos da
suplementacédo prolongada de creatina e sua atuacdo no metabolismo da glicose, com aumento da
secre¢do pancreética de insulina, concomitante com estado de hiperglicemia.

Muito embora ainda ndo haja uma clara defini¢cdo do papel da creatina no tratamento do
diabetes mellitus, dois estudos compararam 0 uso de creatina com medicamentos
tradicionalmente usados em diabetes, sulfoniluréia e metformina. Observaram que o uso de
creatina tem efeito semelhante ao da sulfoniluréia no controle glicémico de pacientes diabéticos
tipo 2 (ROCIC et al., 1999) e que o uso de creatina pode ser semelhante ao do tratamento com
metformina nesses doentes (BAJUK et al., 2001).

Baseado nesses achados experimentais pode-se especular que a creatina, em conjunto com
um programa de atividade fisica, possa melhorar a tolerancia a glicose e atenuar o
desenvolvimento de resisténcia a insulina como consequéncia da hipersecre¢cdo desse hormonio,
provocada pela prolongada suplementacdo de creatina.

Em resumo, pode-se concluir que a suplementacdo com creatina, em conjunto com o

treinamento fisico, diminui a massa corpérea e melhorou o metabolismo de glicidico dos animais.
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CONSIDERACOES GERAIS

Os dois determinantes primarios para um desempenho esportivo de sucesso sdo a heranca
genetica e o treinamento adequado. Para obter sucesso em qualquer nivel num determinado esporte
competitivo, os atletas devem herdar tragos fisiologicos, psicologicos e biomecanicos epecificos que
sejam criticos para o desempenho naquele esporte. Eles também devem receber um treinamento
fisico, mental e biomecanico ideal para maximinizar seu potencial genético. Entretanto, num
esforco para obter uma vantagem competitiva sobre seus oponentes, os atletas frequentemente
recorrem ao uso de auxilios ergogénicos, ou simplismete ergogénicos — substancias ou tratamentos

teoricamente elaborados para aumentar o desempenho esportivo além dos efeitos do treinamento.
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A creatina é um constituinte dietético natural de alimentos de origem animal, mas também
pode ser sintetizado pelo figado e rins a partir de diversos aminoacidos, de modo que ndo é
considerado um nutriente essencial. A maior parte da creatina é armazenada nos musculos como
creatina livre e creatina fosfato (CP), um fosfagénio de alta energia importante em exercicios muito
intensos. S8o necessarios cerca de dois gramas diarios de creatina normalmente derivados da dieta e
da sintese enddgena para repor 0s estoques corporais. Entretanto, pesquisas recentes tém
investigado o quanto a suplementacdo de creatina, aumentando a ingestdo didria em 20-30 vezes,
exerce um efeito ergogénico sobre varios tipos de desempenho fisico.

Em conjunto, esses fatos sinalizam a necessidade de ampliar os conhecimentos sobre 0s
efeitos fisiologicos da creatina. Assim, torna-se interessante especular quanto a interferéncia dessa
substancia na modulacdo do estado redox no exercicio aerobio e possivel repercussao sobre o
metabolismo glicidico muscular e o condicionamento aerobio.

Entendemos que nossos experimentos fornecerdo ferramentas para area da saude, haja

vista que os protocolos de exercicio apresentados trazem beneficios importantes no balango do
estado redox. Os resultados mostram importantes metodologias para outros pesquisadores

interessados em estudar modelos experimentais com alteracdo no balancgo redox e exercicio.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados na presente tese nos permitem concluir que:

e Os procedimentos para a administracdo de creatina podem interferir no acimulo desta
substancia nos tecidos. A administragéo de creatina via dieta aumentou os estoques de creatina
em diferentes tecidos corporais, aumentando sua disponibilidade para realizacdo de suas fungdes

ergogeénicas.

e O treinamento fisico realizado nas intensidades equivalente a transi¢do metabolica aerdbia -
anaerdbia e 25% superior a esta, melhorou o condicionamento aerébio dos animais, uma vez que,
durante o teste de esforco ao final do experimento, as concentracdes sanguineas de lactato foram
obtidas em valores menores nos grupos treinados em relacdo aos animais sedentarios. A
suplementacdo com creatina ndo foi a causa na melhora da capacidade dos ratos no exercicio em
esteira rolante.

e O treinamento na intensidade superior a transicdo metabdlica induziu adaptagdes no
metabolismo muscular da glicose na auséncia de estresse oxidativo ou de alteracdo do sistema

antioxidante.

e A suplementagdo com creatina bem como o treinamento fisico provocaram uma melhora na
acao das enzimas antioxidantes quando a atividade destas foi avaliada nas hemacias. Por outro

lado, esse efeito néo foi observado quando a mesma avaliagéo foi feita no figado.

e O conjunto dos resultados aqui apresentados indica que, os efeitos da suplementagcdo com
creatina associado ao treinamento fisico sobre o estado redox tecidual, depende de diferentes
aspectos, entre eles o procedimento de administracdo da creatina, a intensidade do esforco

realizado durante o exercicio e o tecido analisado.



194

REFERENCIAS DO PROJETO

AEBI, H Catalase. In: Methods in Enzymology, edited by L. Packer. Orlando FL: Academic, 105:
121-126, 1984.AGUILO, A; TAULER, P; PILAR, G.M; VILLA, G; TUR, J.A; PONS, A. Effects
of exercise intensity and training on antioxidants and cholesterol profile in cyclists. J. Nutr.
Biochem. 14:319-25, 2003.

AGUILO, A; TAULER, P; PILAR, G.M; VILLA, G; TUR, J.A; PONS, A. Effects of exercise
intensity and training on antioxidants and cholesterol profile in cyclists. J. Nutr. Biochem. 14:319-
25, 2003.

ALESSIO, H. M.; GOLFARB, A. H. Lipid Peroxidation and scavenger enzymes during exercise:
adaptative responses to trainning. J. Appl. Physiol. 64: 1333-1336, 1980.

AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE. The physiological and health effects of oral
creatine supplementation. Med. Sci. Sports Exercise, Madison. 32 (3): 706-717, 1999.

ARAUJO, M.B.; CONTARTEZE, R.V.L.; VOLTARELLI, F.A.; MANCHADO, F.B.G.; MELLO,
M.A.R. Oxidative stress in rats exercised at different intensities. J. Chinese Clin. Med. 1(4): 11-18,
2009.

ARUOMA, O. I. Nutrition and health aspects of free radicals and antioxidantes.
Food Chem Toxicol. 32(7): 671-83, 1994.

AVULA, R.C.P.; FERNANDES, G. Modulation of antioxidant and lipid peroxidation in salivary
gland and other tissues in mice by moderate treadmill exercise. Aging. 11(4): 246-52, 1999.

AZZIl, A., DAVIES, K.J., KELLY, F. Free radical biology - terminology and critical thinking.
FEBS Lett. 558(1-3):3-6, 2004.

BALAKRISSHNAN, S.D.; ANURADHA, C.V Exercise, depletion of antioxidants and antioxidant
manipulation. Cell Biochem. Funct. Dec; 16(4): 269-75, 1986.

BALSOM, P.D.; SODERLUND, K.; SJODIN, B.; EKBLOM, B. Skeletal muscle metabolism
during short duration high intensity exercise: Influence of creatine supplementation. Acta. Physiol.
Scand. 154: 303-310, 1995.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=14982062&query_hl=12&itool=pubmed_docsum

195

BENZI, G. Is there a rationale for the use of creatine either as nutritional supplementation or drug
administration in humans participating in sport? Pharmacol. 41: 255-264, 2000.

BENZI, G. Aerobic performance and oxygen free-radicals. The J. Sports Med. Physical Fitness. 33:
205-222, 1993.

CARTEE, G. D. AND HOLLOSZY, J. O. Exercise increases susceptibilityof muscle glucose
transport to activation by various stimuli. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 258, E390-E393,
1990.

CASEY, A.; CONSTANTIN-TEODOSIU, D.; HOWELL, S.; HULTMAN, E.; GREENHAFF, P.L.
Creatine ingestion favorably affects performance and muscle metabolism during maximal exercise
in humans. Am. J. Physiol. 271: E31- E37, 1996.

CLARKSON, P.M.; THOMPSON, H.S. Antioxidants: what role do the paly in physical activity and
health? Am. J. Clin. Nutr. Aug; 72(2): 637S-76S, 2000.

CLARK, L.C.; THOMPSON, H.L. The determination of creatine and creatinine in urine. Anal.
Chem.; 21: 1218-1221, 1949.

COOKE, W.H., GRANDJEAN, P.W., ARNES, W.S. Effect of oral creatine supplementation on
power output and fatigue during bicycle ergometry. J. Appl. Physiol. 78: 670-673, 1995.

COOPER, C.E; VOLLAARD, N.B; CHOUEIRI, T; WILSON, M.T. Exercise, free radicals and
oxidative stress. Biochem. Soc. Trans. v.30, p.280-5, 2002.

DAWSON, B.; CUTLER, M.; MOODY, A.; LAWRENCE, S.; GOODMAN, C.; RANDALL, N.
Effect of oral creatine loading on single and repeated maximal shorts sprints. Australian Journal of
Science Medicine Sports, 27 (3): 56- 61, 1995.

DAWSON-SAUNDERS B, TRAPP R.G. Basic and clinical biostatistic. Appleton and
Lange, East Norwalk, Connecticut, 1994.



196

DEMANT, T.W.; RHODES, E.C. Effects of creatine supplementation on exercise performance.
Sports Med. 28: 49— 60, 1999.

DERAVE,W., ENUINDE, B.O.; VERBESSEM, P.; RAMAEKERS, M.; VAN EMPUTTE, M,
RICHTER, E. A.; HESPEL, P. Combined creatine and protein supplementation in conjunction with
resistance training promotes muscle GLUT 4 content and glucose tolerance in humans. J Appl
Physiol. 94: 1910-1916, 2003.

DI MEO, S; VENDITTI, P. Mitochondria in exercise — induced oxidative stress. Biol. Signals
Recept. 10:125-40, 2001.

DUARTE, V. L.; DIAS, D. S.; MELO, H. C. S. Molecular mechanisms of fatigue. Brazilian
Journal of Biomotricity, v. 2, n. 1, p. 3-38, 2008.

DUBOIS, M.; GILLES, K.A.; HAMILTON, J.K.; REBERS, P.A.; SMITH, F. Colorimetric method
for determination of sugar and related substances. Anal. Chem. 28: 350-356, 1956.

EARNEST, C. P.; SNELL, P.G.; RODRIGUEZ, R.; ALMADA, A.L.; MITCHELL, T.L. The effect
of creatine monohydrate ingestion on anaerobic power indices, muscular strength and body
composition. Acta Physiol. Scand. 153:207-209, 1995.

ENGELS, R.C.; JONES, J.B. Causes and elimination of erratic blanc in enzymatic metabolic assays
involving the use of NAD in alkaline hydrazine buffers: improved conditions for assay of L-
glutamate, L-lactate and other metabolites. Anal. Biochem. 88:475-484, 1978.

GREEN, A. L.; HULTMAN, E.; MACDONALD, L. A.; SEWELL, D. A.; GREENHAFF, P. L.
Carbohydrate feeding augments skeletal muscle creatine accumulation during creatine

supplementation in humans. Am. J. Physiol. 271: E821-E826, 1996.

GREEN, A.L.; SIMPSOM, E.S.; LITTLEWOOD, J.S.; MACDONALD, I.A.; GREENHAFF, P.L.
Carbohydrate ingestion augments creatine retention during creatine feeding in humans. Acta.
Physiol. Scand. 158 (2): 195-202, 1996.



197

GREENHAFF, P.; BODIN, K.; HARRIS, R.; HULTMAN, E.; JONES, D.D.; MCINTYRE, D. The
influence of oral creatine supplementation on muscle creatine resynthesis following intense
contraction in man. J. Physiol. 467: 75, 1993.

GRINDFTAFF, P., KREIDRER, R., BISHOP, R., WILSON, M., WOOD, L., ALEXANDER, C.,
ALMADA, A. Effects of creatine supplementation on repetitive sprint performance and body

composition in competitiveswimmers. Inter.J. Sports Nutr. 7(4):330-346, 1997.

GRUNE, T.; REINHECKEL, T.; DAVIES, K.J.A. Degradation of oxidized proteins in mammalian
cells. FASEB J. 11: 526-534, 1997.

GUERRERO-ONTIVEROS, M.L., WALLIMANN, T. Creatine supplementation in health and
disease of chronic creatine ingestion in vivo: Down-regulation of the expression of creatine
transporter isoforms in skeletal muscles. Mol. Cel. Bioch. 184 (1/2): 427-437, 1998.

HALLIWELL, B. AND GUTTERIDGE, J.M.C Free radicals in biology and medicine. 2° ed.
Oxford: Clarendon Press, 1989.

HARRIS, R.C.; SODERLUND, K.; HULTMAN, E. Elevation of creatine in resting and exercise

muscle of normal subjects by creatine supplementation. Clin. Sci. 83: 367-374, 1992.

HECK, H., MADER, A.; HESS, G.; MUCKE, S.; MULLER, R; HOLLMANN,. W. Justification
of the 4-mmol/I lactate threshold. Int. J. Sports Med., V6, p. 117-130, 1985.

HELLSTEN, Y.: FRANDSEN, U.; ORTHENBLAD, N. Xanthine oxidase in human skeletal muscle

following eccentric exercise: a role in inflammation. J. Physiol. 498(1): 239-248, 1997.

INGWALL, J.S. Creatine and control of muscle-specific protein synthesis in cardiac and skeletal
muscle. Circ. Res. 38: 11115-11123, 1976.

JENKINS, R.R. Free radical chemistry: Relationship to exercise. Sports Med. 5: 156-170, 1987.



198

JONES, A. M.; ATTER, T.; GEORG, K.P. Oral creatine supplementation improves multiple sprint
performance in elite ice-hockey players. J. Sports Med. Phys. Fitness. 39:189-196, 1999.

KRAEMER, W. J., VOLEK, J. S. Creatine supplementation. Its role in human performance. Clin.
Sports Med. 18: 651- 666, 1999.

KREIDER, R. Creatine, the next ergogenic supplement? In: Sportscience Training & Technology.

Internet Society for Sport Science. http://www.sportsci.org/traintech/creatine/rbk.html, 1998.

KREIS, R., KAMBER, M., KOSTER, M., FELBLINGER, J., SLOTBOOM, J., HOPPELER, H.,
BOESCH, C. Creatine supplementation. II. In vivo magnetic resonance imaging. Med. Sci. Sports
Exer. 31:1770-1777, 1999.

LANDS, L.C.; GREY, V.L.; SMOUNTOS, A.A. Effect of supplementation with a cysteine donor
on muscular performance. J. Appl. Physiol. 87: 1381-1385, 1999.

LAWLER, J.M.; POWERS, S.K. Oxidative stress, antioxidant capacity, and the contracting
diaphragm. Can. J. Appl. Physiol. 23: 23-55, 1998.

LAWLER, J,M; BARNES, W.S.; WU, G.; SONG, W.; DEMAREE, S. Direct Antioxidant
Properties of Creatine. Bioch. Biophysical Research Communications. 290: 47-52, 2002.

MANCHADO, F.B.;, CONTARTEZE, R.V.L.; GOBATTO, C.A.; MELLO, M.A.R. Maximal

Lactate steady state in running rats. JEP online, v. 8: 4, 2005.

MATTHEWS, R.T.; YANG, L.; JENKINS, B.G.; FERRANTE, R.J.; ROSEN, B.R.; KADDURAH-
DAUOK, R.; BEAL, M.F. Neuroprotective effects of creatine and cyclocreatine in animal models
of Huntington’s disease. J. Neurosci. 18: 156-163, 1998.


http://www.sportsci.org/traintech/creatine/rbk.html

199

MCKENNA, M.J.; MORTON, J.; SELIG, S. E.; SNOW, R.J. Creatine supplementation increases
muscle total creatine but not maximal intermittent exercise performance. J. Appl. Physiol. 87:
2244-2252, 1999.

MERRY T.L.; MCCONELL, G. K. Skeletal muscle glucose uptake during exercise: A focus on
reactive oxygen species and nitric oxide signaling. IUBMB Life, 61(5): 479-484, 2009.

MIYAZAKI, H.; OH-ISHI, S.; OOKAWARA, T.: KIZAKI, T.; TOSHINAI, K.; HA, S.; HAGA,
S.; JI, L.L.; OHNO, H. Strenous endurance training in humans reduces oxidative stress following
exhausting exercise. Eur. J. appl. Physiol. 84(1-2): 1-6, 2001.

MIRANDA, K.M.; ESPEY, M.G.; WINK, D.A. A rapid, simple spectrophotometric method for
simultaneous detection of nitrate and nitrite. Biol. Chemi. 1(5): 62-71, 2001.

MOSHTAGHI KASHANIAN G.R Nitrite level of serum as a diagnostic and prognostic tool in
patients with rheumatoid arthritis. Arch. Iranian Med. 2( 4): 1, 1999.

NIESS, A.M.; DICKHUTH, H.H.; NORTHOFF, H.; FEHRENBACH, E. Free radicals and
oxidative stress in exercise — imunological aspects. Exerc. Immunol Rev. 5:22-56, 1999.

ODOOM, J.E.; KEMP, G.J.; RADDA, G.K. The regulation of total creatine content in amyoblast
cell line. Mol. Cel. Bioch. 158 (2): 179-188, 1996.

OKAWA, H., NOBUKO, O.; YAGI, K. Assay for lipid peroxidation in animal tissues by
thiobarbituric acid reaction. Anal. Biochem 95: 351-358, 1979.

OOKAWARA, T.; HAGA, S.; HAS., OH-ISHI; TOSHINAI, K.; KIZAKI, T.; JI, L.L.; SUZUKI,.
K.; OHONO, H. Effects of endurance trainning on three superoxide dismutase isoenzmes in human
plasma. Free Radic Res. Jul; 37 (7): 713-9, 2003.

OSORIO, R.A.L.; CHRISTOFANI, J.S.; ALMEIDA, V.D.; RUSSO, A.K.; PICARRO, I.C.
Reactive oxygen especies in pregnant rats: effects of exercise and thermal stress. Comp. Biochem.
and Physiol. 135: 89-95, 2003.



200

PAGLIA, D.E.; VALENTINE, W.N. Studies on the quantitative and qualitative characterization of
erythrocyte glutathione peroxidase. J Lab Clin Med. 70:158-169, 1967.

PEREIRA, B.; COSTA ROSA, L.F.P.B.; BECHARA, E.J.H. & CURI, R.; SAFI, D.A.; Superoxide
Dismutase, Catalase, and Glutathione Peroxidase activities in muscle and lymphoid organs of
sedentary and exercise — trained rats. Physiol. of Behav. 56(5): 1095 — 1099, 1994.

PERSKY, A.M., BRAZEAU, G.A. Clinical pharmacology of the dietary supplement creatine
monohydrate. Pharmacol Rev. 53(2):161-76, 2001.

REDONDO, D.R.; DOWLING, E.A.; GRAHAM, B.L.; ALMADA, A.L.; WILLIAMS, M.H. The
effect of oral creatine monohydrate supplementation on running velocity. Int. J. of Sports Nutrition.
6 (3): 213-221, 1996.

REID, M.B. Redox modulation of skeletal muscle contraction: What we know and what we don’t. J.
Appl. Physiol. 90: 724-731, 2001.

REID, M.B.; STOKIC, D.S.; KOCH, S.M.; KHAWLLI, F.A.; LEIS, A.A. N-Acetylcysteine inhibits
muscle fatigue in humans. J. Clin. Invest. 94: 2468-2474, 1994.

SANDSTROM, M.E.; ZHAG, S.J.; BRUTON, J.; SILVA, J.P.; REID, M.B.; WESTERBLAD, H.;
KATZ, A. Role of reactive oxygen species in contraction-mediated glucose transport in mouse
skeletal muscle. J Physiol 575(1): 251-262, 2006.

SCHEDEL, J.M.; TANAKA, H.; KIYONAGA, A.; SHINDO, M.; SCHUTZ, Y. Acute creatine
ingestion in human: consequences on serum creatine and creatinine concentrations. Life Sci.
65:2463— 2470, 1999.

SEN, C.K. Exercise — induced oxidative stress and antioxidant nutrients. Nutrition in Sports —
Volume VII of Encyclopaedia of Sports Medicine — Chapter. 22, 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=11356982&query_hl=1&itool=pubmed_docsum

201

SESTILI, P., MARTINELLI, C., BRAVI, G., PICCOLI, G., CURCI, R., BATTISTELLI, M.
Creatine supplementation affords cytoprotection in oxidatively injured cultured mammalian cells
via direct antioxidant activity. Free Radic Biol Med. 40(5):837-49, 2006.

SILVA, R.G. Efeitos da suplementacédo oral de creatina associada a atividade fisica sobre substratos
energéticos. 72 p. Dissertacdo (Mestrado)- Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
— UNESP, 2003.

SJODIN, B.; WESLING, H.E.; APPLE, S. Biochemical mechanisms for oxygen free radical
formation during exercise. Sports Med. 10:236-254, 1990.

SMITH, S.A.; MONTAIN, S.J.; MATOTT, R.P.; ZIENTARA, G.P.; JOLESZ, F.A.; FIELDING,
R.A. Creatine supplementation and age influence muscle metabolism during exercise. J. Appl.
Physiol. 85:1349- 1356; 1998.

SNOW, R.J.; MURPHY, R.M. Factors influencing creatine loading into human skeletal muscle.
Exerc. Sport.Sci. Rev. 31:154— 158; 2003.

SJORGREEN, B; NORDEN, S. K; JOLD, T; HOLMGREN, H; WOLLERSTRON, J. Bertrag zur
kenthis des le berrhythmik. Pfliigers. Arch. Gesante Physiol. 240-247, 1938.

SOUZA, J,R.T.P.; PEREIRA, P.O.R.B. Exercicio fisico e estresse oxidativo Efeitos do exercicio
fisico intenso sobre a quimioluminescéncia urinaria e malondialdeido plasmético. Rev Bras Med
Esporte. 11(1): 91-96, 2005.

STEENGE, G.R.; SIMPSON, E.J.; GREENHAFF, P.L. Protein- and carbohydrate-induced
augmentation of whole body creatine retention in humans. J. Appl. Physiol. 89(3):1165-71, 2000.

TERRILLION, K.A.; KOLKHORST, F.W.; DOLGENER, F.A.; JOSLYN, S.J. The effect of
creatine supplementation on two 700-m maximal running bouts. Int. J. of Sports Nutrition. 7(2):
138-143, 1997.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16520236&query_hl=10&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16520236&query_hl=10&itool=pubmed_docsum

202

TERJUNG, R.L.; CLARKSON, P.; EICHNER, E.R.; GREENHAFF, P.L.; HESPEL, P.J.; ISRAEL,
R.G.;, KRAEMER, WJ.; MEYER, R.A.; SPRIET, L.L.; TARNOPOLSKY, M.A,
WAGENMAKERS, A.J.; WILLIAMS, M.H. American College of Sports Medicine roundtable. The
physiological and health effects of oral creatine supplementation. Med. Sci. Sports Exer. 32: 706—
717, 2000.

TOYODA, T., HAYASHI, T., MIYAMOTO, L., YONEMITSU, S., NAKANO, M., TANAKA, S.,
EBIHARA, K., MASUZAKI, H., HOSODA, K., INOUE, G., OTAKA, A., SATO, K., FUSHIKI,
T., AND NAKAO, K.Possible involvement of the al isoform of 50AMP-activated protein kinase in
oxidative stress stimulated glucose transport in skeletal muscle. Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab.
287, E166-E173, 2004.

VANDENBERGHE, K.; GORIS, M.; VAN HECKE, P.; VAN LEEMPUTTE, M.; VANGERVEN,
L.; HESPEL, P. Long-term creatine intake is beneficial to muscle performance during resistance
training. J. Appl. Physiol. 83: 2055— 2063, 1997.

VAN REMEN, H.; HAMILTON, L.M.; RICHARDSON, A . Oxidative damage to DNA and Aging.
Exerc. Sports Sci. Rev. 31 (3): 149-153, 2003.

VERGNANI, L.; HATRICK, S.; RICCI, F.; PASSARO, A.; MANZOLI, N.; ZULIANI, G;;
BROKOVYCH, V.; FELLIN, R.; MALINSKI, T. Effect of native and oxidized low-density
lipoprotein on endothelial nitric oxide and superoxide production: key role of L-arginine
availability. Circulation. 101: 1261-1266, 2000.

VIINIKKA, L.; VUORI, J.; YLIKORKALA, O. Lipid peroxides, protacyclin and thromboxane A2
in runners during acute exercese. Med. Sci. Sports Exerc. 16: 275-277, 1984.

VOLEK, J.S.; DUNCAN, N.D.; MAZZETTI, S.A.; STARON, R.S.; PUTUKIAN, M.; GOMEZ,
A.L.; PEARSON, D.R.; FINK, W.J.; KRAEMER, W.J. Performance and muscle fiber adaptations
to creatine supplementation and heavy resistance training. Med. Sci. Sports. Exerc. 31:1147— 1156;
19909.



203

APENDICE I

Comprovante de publicacédo/submisséo de artigos



Revista Brasileira de Nutricdo Esportiva

ISSN 1981-9927 versio eletrénica

Periéddico do Instituto Brasileiro de Pesquisa e Ensino em Fisiologia do Exercicio

www.ibpefex.com.br/www.rbne.com.br

EXERCICIO, ESTRESSE OXIDATIVO E SUPLEMENTACAO COM CREATINA

RESUMO

O emprego da creatina como ergogénico por
atletas fundamenta-se no fato de que 90% da
creatina do corpo s&o armazenados no
musculo esquelético, onde representa, na
forma fosforilada, conjuntamente com o ATP,
reserva energética fundamental para a
contracdo. Ainda, foi recentemente relatado
que a creatina, em sistema de células
isoladas, apresenta propriedades antioxidan-
tes contra varios agentes oxidativos. Esse
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Abstract: The objective of this study was to determine the effects of creatine supplementation in the
biomarkers of oxidative stress in the red blood cells of trained rats. To perform the experiment forty adults
male Wistar rats (90 days old) were distributed into four groups for eight weeks: control group (C): rats
that received a balanced diet; creatine control group (CCr) rats that received supplementation with 2%
creatine through a balanced diet; trained group (T): rats that trained at intensity equivalent to maximal
lactate steady state, and trained-supplemented group (TCr): rats that trained at intensity equivalent to
maximal lactate steady state and received supplementation with 2% creatine through a balanced diet. In
the end of the experiment the concentration of creatine, hydrogen peroxide (H,O,) activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase enzyme (GSH-GPXx), catalase enzyme (CAT) as well
as reduced glutathione (GSH), and oxidized glutathione (GSSG) in red blood cells were evaluated.
Creatine concentration was higher in CCr and TCr than in other groups. The concentrations of H,0,
showed decrease in CCr and TCr groups than in C and T groups. SOD activity showed decrease in the
TCr group compared to C and CCr groups. CAT showed an increase in TCr group in relation to C and T
groups. GSH was higher in TCr group in relation to CCr group. These results confirm the hypothesis that

creatine acted as an antioxidant to neutralize in the concentrations of H,O,

Key words: Creatine supplementation, oxidative stress, enzymes, treadmill running.
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Introduction

In recent years there has been a growing interest in the relation between free radicals, exercise and
antioxidant nutrients (Scheneider 2007) and recently, some research has been carried out in order to find
other relevant benefits of antioxidant supplements in physical exercise.

The regular practice of physical activities associated with a balanced diet may be an important
factor in the promotion of good health. However, the frequent or exhaustive high intensity physical
exercises may increase susceptibility to injury; promote chronic fatigue and overtraining, due to the high
synthesis of reactive oxygen species (ROS) (Kreider 2003; Cruzat et al. 2007). Therefore,
supplementation with antioxidants may prolong the initiation phase or inhibit propagation phase of ROS
and reactive nitrogen species (Ernst) (Teixeira et al. 2008; Bgavsar et al. 2009), a condition found during
the practice of physical exercise (Kreider 2003; Cruzat et al. 2007).

Among the commercially available antioxidant supplements, creatine has drawn attention because
it is related to fighting the action of ROS.

Creatine (methyl guanidine acetic acid) - an amine nitrogen - is, naturally found in food. Although
creatine is not an essential nutrient, due to the fact that the body needs can be fulfilled by endogenous
synthesis, it is intimately involved in human metabolism (Williams et al.2000). Creatine is constituted by
glycine and arginine amino acids, which suffer the action of glycine amidiltransferase, resulting in
guanidinoacetate and ornithine. In turn, ornithine suffers the action of guanidinoacetate methyltransferase
enzyme, also acting as a substrate for nitric oxide synthase, resulting in the formation of nitric oxide, in
addition to stimulating the production of free radicals, which modulates the metabolism, contractility and
glucose uptake by the skeletal muscle (Reid 2001; Paddon-Jones et al 2004; Souza Junior and Pereira
2008; Araujo and Mello 2009).

Based on studies by Vergnani et al. (2000), that showed the fundamental antioxidant role of the
amino acid arginine which is one of the components of creatine in the removal of O,- radicals in
endothelial cells, a hypothesis was raised that creatine also had an effect on cellular redox metabolism.
Lawler et al (2002) also reported that creatine supplementation could contribute to the reduction of
oxidative stress. In their study, creatine decreased the amount of *O2- radicals and peroxynitrite (*OONO-
). However, smaller amounts of H,O, were not observed, which suggested that the antioxidant properties
of creatine would be selective and quite limited. More recently Demenice and Jorddo (2011) showed that
creatine supplementation inhibited the increase of oxidative stress markers in plasma and muscle of rats

that had acute swimming exercise.
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Thus, there are some in vitro data available, showing that creatine may act as a scavenger of ROS.
However, there are still very few studies demonstrating the in vivo antioxidant capacity of creatine
supplementation against oxidative stress induced by aerobic exercise. Therefore, it is interesting to
speculate on the use of antioxidant agents such as creatine supplementation, which may represent a new
approach to inhibit the damage caused by the excess of ROS.

The objective of this study was to determine the effects of creatine supplementation on biomarkers
of oxidative stress in red blood cells of trained rats.

Materials and methods

Animals

Forty male Wistar rats with 90 days old were selected, receiving food and water ad libitum. The
animals were housed in collective polyethylene cages (5 animals per cage), measuring 37,0 x 31,0 x
16,0cm, under controlled temperature conditions (22°C) and with 12h light/dark cycle. All experiments
involving animals were approved by the Ethics Committee on Animal Experimentation at the Taubaté
University - UNITAU, Séo Paulo State, Brazil (register CEEA / UNITAU n © 018/08).

Diets

Animals belonging to groups supplemented with creatine (CCr and TCr), received a balanced diet
AIN-93M (Reeves et al. 1993) with 13 or 2% creatine monohydrate (All Chemistry, Sdo Paulo, SP,
Brazil) (Demenice 2008).

According to Hutman et al. (1996) and Vandenbergue et al. (1997) creatine supplementation
should be offered in two phases, aiming to promote the overload of this substrate in the organism. These
phases were divided in loading phase and maintenance phase. The loading phase consisted in
supplementing 13% of creatine for seven days, and maintenance phase, 2% of creatine for the rest of the
experiment (55 days). During both loading and maintenance phases creatine was administered through the
diet, so they were supplemented seven days per week for eight weeks of the experiment.

Animals from groups C and T received balanced diet AIN-93M (Reeves et al. 1993), without

creatine. The detailed composition of the diet is described in Tab 1.
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Experimental Groups

The time of intervention from both the exercise and creatine supplementation was eight weeks, the
animals were distributed into four experimental groups: 1) control (C): sedentary rats that recieved
balanced diet; 2) creatine control (CCr): sedentary rats that received supplementation with 2% creatine
through balanced diet; 3) trained (T): rats that received balanced diet and were subjected to a training
protocol and, 4) supplemented trained (TCr): rats that were subjected to a training protocol and received
supplementation with 2% creatine through balanced diet.

Training Protocol

All trained animals were submitted to running exercise on a treadmill at intensity equivalent to the
Maximal Lactate Steady State individual (MLSS). In order to determine the MLSS, series of exercise with
25 minutes of treadmill running were performed at different rates fixed for each series, at intervals of 48
hours between them, and blood sampling (25 i L) every five minutes for lactate dosage. Blood samples
were collected from a small cut at the tail end. A single incision, made before the beginning of the
exercise, was sufficient to collect all samples. The blood lactate concentration - representative of the
MLSS - was considered at the highest speed where there was no change in blood lactate above 1,0mmol/L
between 10 and 25 min of exercise (Manchado et al. 2005 and Aradjo et al. 2011). The lactate
concentration in blood was determined by enzymatic method (Hil et al. 1924).

Just after the MLSS was determined, the animals ran on the treadmill for 40 minutes a day, five
days/week at a rate of individual MLSS. The blood lactate values during the exercise test to determination
of the Maximal Lactate Steady State (MLSS) found at the beginning of the experiment referring to a rat as

an example are shown in Figure 1.

Blood sampling and biochemical analyses

At the end of the experiment, the animals fed and rested were exsanguinated after being
anesthetized with carbon dioxide, at the time of euthanasia; blood was collected from the heart (10 ml).
Immediately after collection, the blood was centrifuged three times at 2.500 rpm for five minutes
in 0,05N phosphate buffer (composition, in g/L: KH,POy, 1,34 and NaHPO,.2H20, 7,1) with
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NaCl 0,9% pH 7,4. After isolation of red blood cells, that were lysed by adding H,O (1:1 v/v) and
centrifuged at 5.000 rpm for 10 minutes twice in order to remove the remaining membranes, the
pellet was discarded and the supernatant was frozen at —70°C for later analyses. The hemoglobin
dosage of the hemolysate was made using the method of Drabkin (Beutler 1975).

For measurement of serum creatine, Clark method was utilized, using Jaffé reaction (Clark and
Thompson 1949). As a biomarker of oxidative stress, the concentrations of hydrogen peroxide - H,O,
(Amplex® UltraRed Reagent) were analyzed.

As indicators of the antioxidant system, the activity of the flowing enzymes was analyzed:
superoxide dismutase - SOD (commercial kit from Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA),
glutathione peroxidase — GSH-GPx by (commercial kit from Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan,
EUA), catalase - CAT (Aebi 1984) and reduced glutathione — GSH and oxidized— GSSG analyzed
according to Hissin method and Hilf (1976).

Statistical analyses

The statistical analyses of results were performed with the aid of statistical packages STATISTICA,
version 7.0. All experimental results were tested for normality using Shapiro-Wilks test, to establish the
necessity of parametric statistics.

The data were determined to have a normal distribution. Results were expressed by mean +
standard deviation, and were statistically analyzed by Two-Way ANOVA followed by a post-hoc Tukey
HSD, when necessary.

For all analyses, p<0,05 was considered significant.

Results

It is evident that animals supplemented with creatine show a significant increase in the
concentration of creatine in the serum compared to animals that did not receive the supplementation (Fig.
2).
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Figure 3 shows the values of the concentration of hydrogen peroxide (H,0,) in red blood cells of
animals in the end of the experiment. There was a significant decrease in concentrations of H,0O, in
animals of supplemented groups (CCr and TCr) compared to animals of not supplemented groups (C and
T).

Figure 4 shows the values related to the activity of superoxide dismutase (SOD) in red blood cells
of animals at the end of the experiment (Fig. 4A). Animals in the group TCr showed a decrease in SOD
activity in red blood cells in relation to animals of group C and CCr. Figure 4B shows the values of the
activity of the enzyme glutathione peroxidase (GSH-GPXx) in red blood cells of rats at the end of the
experiment. There was no significant difference between groups.

The values of the activity of the enzyme catalase (CAT) in red blood cells at the end of the
experiment in the tissues analyzed were higher in animals of group TCr in relation to animals of groups
CCrand T (Fig. 4C).

Figure 5 shows the values of Reduced Glutathione (GSH), Oxidized Glutathione (GSSG) and
Ratio between Reduced Glutathione and Oxidized Glutathione (GSH/GSSG) in red blood cells of rats at
the end of the experiment. Activity of GSH showed an increase in the animals of group TCr in relation to
animals of group CCr. However, the GSSG showed differ significantly in animals of supplemented
groups (TCr and CCr) in relation to animals of groups C and T (p.<005). In addition the GSH/GSSG ratio

showed a decrease in values in the animals of groups CCr, T and TCr in relation to animals of group C.

Discussion

Numerous studies suggest that creatine supplementation and regular exercise result in adaptations
in antioxidant capacity, which protects cells against the deleterious effects of oxidative stress, preventing
subsequent cellular damage.

In this regard, the present study aimed to verify the possible antioxidant effects of creatine in
vivo. The results agree with findings in the literature on the potential effect of creatine in removing
reactive oxygen species (ROS) (Lawler et al. 2002; Sestili et al. 2006; Guidi et al. 2008; Fimognari et al.
2009). The confirmation was that concentrations of H,O, analyzed in this study that showed a significant
decrease in animals of sedentary and trained groups that received creatine (CCr and TCr) than in the other
groups (C and T). What it is worth mentioning is that appears that creatine supplementation exerts a
selective effect on the neutralization of ROS (Pereira and Souza Junior 2008). Demenice and Jorddo
(2011) showed that supplementation with creatine decreased the concentrations of H,0, in rats that did

acute exercises. Guimarées — Ferreira et al (2012) showed that creatine supplementation decreased ROS
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content in skeletal muscle, possibly due to a direct action of the creatine molecule in neutralize the action
of the superoxide radical. Thus, direct antioxidant effects of creatine seems to be limited to certain types
of free radicals or reactive oxygen species.

Not only a lower production of ROS is sufficient to have a protected cellular environment due to
the high potential toxicity of oxygen and to its use by aerobic organisms, it is also necessary that these are
sufficiently equipped with a variety of antioxidant systems to protect your cells from the damaging effect
of ROS. (Ferreira et al. 2007; Lambertucci et al.2007; Hamid et al. 2011).

The activity of superoxide dismutase — SOD, glutathione peroxidase — GSH-GPXx, catalase — CAT
as well as oxidized glutathione — GSH and reduced glutathione — GSSG amounts and the ratio between
the two — GSH-GSSG, were analyzed.

Despite the lack of change in activity of GSH-GPx and decreased SOD activity in animals of
group TCr and GSH/GSSG ratio in the animals of group CCr, T and TCr, the results show that creatine
supplementation appears to act both directly and indirectly in the action of antioxidant enzymes. In the
present study, the animals trained and supplemented with creatine had a significant increase in the activity
of CAT and GSH amount suggesting that creatine could be doing an up-regulation in the activity of these
enzymes. Recently Young et al. (2010) showed the ability of creatine to adjust the system redox thiol, to
which the GSH is, one important component. These results were also shown by Demenice and Jord&do
(2011) where rats supplemented with creatine had an increase in GSH and total antioxidant capacity
(FRAP).

There is controversy over whether creatine supplementation in combination with physical training
increases the activity of the antioxidant system enzymes. Some authors reported an increase in the activity
of antioxidant enzymes (SOD, GSH-GPx, CAT and GSH), in serum and skeletal muscle, induced by
physical training (Pereira et al., 1994; Smolka et al. 2000), but others found no significant changes in the
activity of these enzymes (Demenice and Jorddo 2011; Ferreira et al. 2012). The fact that the enzymes
SOD, GSH-GPx and GSH/GSSG ratio analyzed in this study do not show change, along with a decrease
in their activities refers to speculate the hypothesis that creatine seems to exert a sparing effect, i.e.,
creatine may be acting in the neutralization of ROS and thereby causing a readjustment of the antioxidant
system. This hypothesis is based on the fact that numerous studies with antioxidant supplement on the
basis of vitamin E demonstrated to inhibit the action of antioxidant enzymes (Singh 1992; Asha and Kiran
2004; Hamid et al.2011).
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Conclusion

In this study it is demonstrated that the trained animals supplemented with creatine had adaptive
effects on antioxidant enzyme activity. These results confirm the hypothesis that creatine may have

antioxidant action in the neutralization of H,O, concentrations.
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Abstract

Objective: The objective of this study was to determine the effects of creatine supplementation in the
biomarkers of oxidative stress in the liver of trained rats.

Methods: To perform the experiment forty Wistar adult rats (90 days old) were divided into four groups
for eight weeks: control group (C): rats that received balanced control diet; creatine control group (CCr):
rats that received supplementation of 2% creatine in the balanced diet; trained group (T): trained rats in
intensity equivalent to the maximal lactate steady phase and received balanced diet, and supplemented-
trained group (TCr): trained rats in intensity equivalent to the maximal lactate steady phase and received
supplementation of 2% creatine in the balanced diet. In the end of the experiment the concentration of
creatine, of hydrogen peroxide (H,O,) and of the products that react to the thiobarbituric acid (TBARS),
the activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-GPx) and catalase
(CAT) as well as the levels of reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG) and GSH/GSSG

ratio in the liver were evaluated.

Results: The concentration of creatine in the liver was higher in the groups CCr e TCr than in the others.
The concentrations of H,O, increased in the animals of groups T e TCR. The activity of the SOD
decreased in the animals of group TCr. The activity of the GSH-GPx increased in the animals of groups T
e TCr while the CAT increased in the groups CCr and TCr. The GSH, GGS and GSH/GSSG ratio did not

show differences among evaluated groups.

Conclusion: The results show that creatine supplementation acted in an additive manner to the physical

training in the strengthening of antioxidant enzymes in liver of rats.

Keywords: Creatine supplementation; Oxidative stress; Enzymes; Treadmill running.
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Introduction

Physical activity is a condition that influences the balance between oxidative attack and the
mechanisms of antioxidant defense. For both athletes and gym goers, the combination of regular physical
activity associated with antioxidant supplements can be an important factor in the restoration of the
organism redox balance.

The supplementation with creatine (CrS) is very popular in the sport industry, indicated to
maintain reserves of high-energy phosphates during exercise. Some mechanisms and actions of the CrS
are already well established in improving the performance of physical exercise [1-2], though, some
researches recently have been conducted with the objective to find other relevant benefits of the CrS, in
special its use in the decrease of the cellular oxidative stress, mainly those promoted by strenuous long-
term exercise [3-5]. Creatine is a distal product of metabolism of amino acids glycine and arginine,
producing guanidinoacetate and participating in the urea cycle. Arginine is also a substrate to the nitric
oxide synthase family and can stimulate the production of nitric oxide, free radicals that modulate the
metabolism, contractility and glucose uptake by skeletal muscle and liver [6-8].

Certain amino acids such as histidine, methionine and cysteine are particularly susceptible to
oxidation by free radicals. [9]. In fact, sulfhydryl cysteine groups are modulators of the redox state for
functions of many proteins, capable of protecting the sulfhydryl grouping of proteins and to improve liver
function. [10].

The antioxidant effects of creatine can derive from different action mechanisms: stabilization of
cell membranes and improvement in the energy capacity of the cell, also known as indirect mechanisms
[11] and direct antioxidant properties attributed to it [5]. Recently, the potential of creatine to act directly
in the removal of reactive oxygen species was tested. [12]. Lawler et al. [5] concluded that creatine plays
a significant primary antioxidant role. Working with in vitro techniques, these authors found a dose-

response of the creatine concentration with the capability of removing the superoxide anion (02-),

peroxynitrite (OONO). In addition, creatine has not shown significant antioxidant activity against

hydrogen peroxide (HZO). These data show its selective antioxidant capacity.

Sestili et al. [4] also consider that creatine exerts direct antioxidant activity in cells exposed to
various oxidative agents. These authors have shown that creatine in doses similar to those found in

plasma after supplementation exerts cytoprotective antioxidant activity in three different cell lines against
three different oxidative agents: HZOZ, OONO and tB-OOH. Furthermore, the cytoprotection was found

independently of the antioxidant state of the cell, evaluated by the antioxidant enzymes catalase and
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glutathione peroxidase, suggesting direct interaction between creatine and oxidizing agents and/or free
radicals.

In human beings, the liver seems to be the main site for synthesis of creatine [13]. This is an organ
that needs to generate large amounts of energy to perform its various functions. The high metabolic rate
of the liver (200 kcal / kg of tissue per day) is directly associated with the high flow of electrons in the
mitochondrial respiratory chain [14]. However, some of these electrons are diverted to additional
production of reactive oxygen species (ROS). Several authors have demonstrated that the liver suffers
increased oxidative stress after exercise [14-15].

Thus, it is interesting to speculate as to the interference of CrS in the balance oxidative damage
and antioxidant defense mechanisms of the liver during exercise, under laboratory conditions. Therefore,
this study aimed to determine the effects of creatine supplementation on biomarkers of oxidative stress in

liver of trained rats.

Materials and Methods

Animals and treatment

Forty male Wistar rats (90 days old) were used with free access to water and food. The animals
were kept in collective cages made of polyethylene, measuring 37.0 x 31.0 x 16.0 cm (5 animals per cage)
under controlled conditions of temperature (22°C) and light/dark cycle (12h/12h). All experiments with
animals were submitted to and approved by the Animal Experimentation Ethics Committee at the
University of Taubate - UNITAU, Sdo Paulo State, Brazil (register CEEA / UNITAU n © 018/08).

Exercise training and creatine supplementation lasted eight weeks and animals were divided into
four groups: control group (C): sedentary rats that received balanced control diet; creatine control group
(CCr): sedentary rats that received balanced diet supplemented with 2% creatine; trained group (T): rats
that were submitted to a training protocol and received balanced diet and supplemented trained group
(TCr): rats that were submitted to a training protocol and received balanced diet supplemented with 2%

creatine.
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Diet

The animals belonging to creatine supplemented groups (CCr e TCr), received balanced diet AIN-
93M [16] added of 13 or 2% of monohydrated creatine (All Chemistry, S&o Paulo, SP, Brasil) [17].

According to Hutman et al. [18] and Vandenbergue et al. [19] creatine supplementation must be
offered in two phases, aiming to promote an overload of this substrate in the organism. These phases were
divided into a first peak phase and subsequently into a second phase named maintenance. The peak phase
offered 13% of creatine for seven days and the maintenance phase counted on 2% of creatine for the rest
of the experiment (55 days). It is worth mentioning the fact that as creatine was administered to animals
through the diet, they were supplemented seven days a week for eight weeks of the experiment.

The animals from groups C and T received balanced diet (AIN-93M) [16], without addition of

creatine. The detailed composition of the diet is described in the Table 1.

Protocol of training

To determine the Maximum Lactate Steady State (MLSS) exercises series of 25 minutes racing
with rectangular loads were performed on a treadmill at different speeds fixed for each series, intervals of
48 hours between them and blood sampling (25 ¢ L) every five minutes for lactate measurement. Blood
samples were taken from a small cut at the end of the tail. A single cut made before the beginning of the
exercise was sufficient to collect all the other samples. The blood lactate concentration representative of
the MLSS was considered in the higher speed where there was no variation of blood lactate greater than
1,0mmol/L between 10 and 25 min of exercise [10, 20]. The lactate concentration in blood was
determined by enzymatic method [21].

After MLSS was determined, animals ran on a treadmill in individual intensity found during the

MLSS test for 40 minutes/day, five days/week at a speed of 26 m/min.
Biochemical analysis
At the end of the experiment, fed and rested, the animals were exsanguinated after being

anesthetized with carbon dioxide. At the time of euthanasia, liver tissue samples were excised for

measurement of creatine by the method of Clark, using the reaction Jaffe [22]. Biomarkers of oxidative
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stress H,O, estimated through the determination of hydrogen peroxide - (kit Amplex® UltraRed Reagent)
and products that react to thiobarbituric acid - TBARs [23] were also evaluated.

As indicators of the antioxidant system, the activity of enzymes: superoxide dismutase - SOD
(comercial kit Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), glutathione peroxidase — GSH-GPx
(through the comercial kit of Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, EUA), catalase - CAT [24] and
reduced glutathione — GSH and oxidized — GSSG analyzed according to the method of Hissin and Hilf,
[25], were analyzed.

Statistical analysis

The analysis was performed with the aid of statistical packages, STATISTICA®, version 7.0. All
results were submitted to the normality test of Shapiro-Wilks, to verify the need for use of parametric
statistics. Being the data parametric, the results were presented as mean + S.E. (standard error), and were
statistically analyzed by ANOVA Two-Way followed by post-hoc of Tukey HSD, when necessary. For all
analyzes, the level of significance was p<0,05.

Results

Creatine concentration in the liver

It is evident that animals supplemented with creatine showed a significant increase in this

substance concentration in the liver compared to animals that received no supplementation (Figure 1).

Concentration of hydrogen peroxide (H,O;) and substances that react to thiobarbituric acid
(TBARS) in the liver

The values of H,0, concentrations in the liver of animals at the end of the experiment, showed

a significant increase in concentrations of H,O; in the trained groups (T e TCr) in relation to the control
groups (C e CCr) (Figure 2 A).

The values of TBARs in the liver of animals at the end of experiment did not differ between

groups (Figure 2 B).
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Activity of superoxide dismutase (SOD), Glutathione peroxidase (GSH-GPx) and Catalase
(CAT) in the liver.

The values SOD activity in the liver of animals at the end of the experiment showed a decrease in
activity in the animals of group TCr in comparison to animals of group CCr (Figure 3A). The values GSH-
GPx activity in the liver of rats at the end of the experiment, in the animals of group T and TCr there was
an increase in the activity in relation to animals of group C (Figure 3B). The values of CAT activity in the
liver at the end of the experiment showed no differences between groups (Figure 3C). There was an
increase in the activity of CAT in the animals from CCr and TCr groups in relation to the animals from
control groups C and T (Figure 3C).

Concentration of Reduced Glutathione, Oxidized Glutathione (GSSG) and Ratio between
Reduced Glytathione and Oxidized Glutathione (GSH/GSSG) in liver.

The values of GSH, GSSG and Ratio GSH/GSSG in the liver of rats at the end of the experiment

showed no difference was found between groups (Figure 4).

Discussion

In recent years the use of creatine supplementation (CrS) with antioxidant function has increased.
Several studies confirmed these effects and showed creatine as a new alternative in the prevention of
oxidative stress, playing a crucial role in reducing the toxic effects of endogenous production of reactive
oxygen species (ROS) [5,26-28].

The literature indicates that CrS in the feed at a ratio of 2% was able to promote significant
increase in levels of phosphocreatine (PCr) and creatine in rat tissues [29-30]. McMillen et al. [30] used
this amount of creatine and a significant increase in the total content of creatine in the gastrocnemius
muscle of rats in two weeks of supplementation was observed. In the present study there was a significant
increase in the creatine concentration in the liver of animals of groups CCr and TCr compared to the

control non supplemented groups, confirming the findings in the literature [30-31].
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After confirming that the diet supplementation increased creatine concentration in the liver of the
animals, this study aimed at evaluating the possible antioxidant effects of CrS in vivo. The results
demonstrate that creatine exerts indirect antioxidant activity in the liver of animals, i.e., it increased the
activity of antioxidant enzymes (GSH-GPx e CAT). However, CrS was not effective in normalizing
concentrations of H,O,, increased by exercise and also significant differences were not observed in the
concentrations of TBARs between groups.

H,O, plays an important role in the organism, it participates in cellular induction of the expression
of numerous genes, among which are those responsible for the synthesis of antioxidant enzymes [32-34].
In the present study it was shown that the trained animals (T and TCr) presented higher concentrations of
H,0, than the animals of other groups (C and CCr). These data reinforce the observations of several
authors that show that creatine appears to exert antioxidant effects clearly selective [26-27]. Lawler et al.
[5], have shown that creatine has the ability to remove superoxide anion (O2+-) and peroxynitrite (OONO
) but had no effect on H,O,. Thus the direct antioxidant action of creatine seems to be limited to certain
types of free radicals or reactive oxygen species. Sestili et. al. [4] have found that creatine was not able to
significantly counteract the concentration of H,O, and the compound t-butylhydroperoxide (tB-OOH) that
is derivative of the hydroxyl radical (*OH) and alkoxy (RO¢).

Regarding the concentrations of TBARs the results are in agreement with previous findings [35]
showing no change in the levels of TBARs in the liver of rats trained in exercise on a treadmill. The set of
these results on the pro-oxidant markers reinforce what Sjodin et al. [36] and Souza et al. [37]
demonstrated: the practice of predominantly aerobic exercise causes increased flow of oxygen in the
mitochondria, and approximately five percent of this oxygen is not completely reduced, forming ROS.

Due to the increasing concentrations of H,O, the organism needs to raise the production of
antioxidant enzymes such as SOD, GSH-GPx and CAT in order to maintain the balance between the
oxidant production and the antioxidant system [8, 38-39]. The results of SOD show a decrease in the
activity in the animals of group T and TCR in relation to animals of group C. SOD is important in the
metabolization of O2.— with the formation of H,O, [34,40-41]. Thus, while it is an important factor
against oxidative stress, it accelerates the formation of hydrogen peroxide, a condition increased during
physical exercise. | this sense, it has been suggested that the reduction of SOD activity is mainly
explained by the inhibitory effect of an increase in the production of H,O, [42].

In this study, a hypothesis that can be assumed to explain the decrease in SOD activity in response
to CrS. Creatine could exert a sparing effect, i e, creatine may be acting in the neutralization of ROS and
thereby causing a downregulation of antioxidant system, specifically the action of SOD. This hypothesis is

based on some research with the use of antioxidant supplementation that demonstrated inhibition of the



235

activities of SOD, GSH-GPx and CAT [43-44]. However, the interesting finding of this study was that
unlike the SOD, the activity of GSH-GPx as well as CAT showed an increase in trained animals and CrS.
Both GSH-GPx and CAT are enzymes present in most aerobic organisms and are responsible for
conversion of intracellular H,O, in water and oxygen [34, 40].

In the present study the concentration of GSH-GPx showed an increase in animals of trained
groups (T and TCr) compared to animals of control groups. This finding can be explained by the fact that
regular physical training activates transcription factors such as NF-kB and Nrf2, which are responsible for
triggering a variety of genes, including mitochondrial GSH-GPx [45-46]. Moreover, the effect of training
on the activity and expression of CAT is still inconsistent and controversial [47]. However, the increase in
activity of this enzyme was observed in rat liver [48], as well as in mice liver [45] and in the heart of
trained rats [50].

The most interesting of the findings was the increase in CAT activity occurred only in animals
that received CrS. This reinforces the additive effect that creatine may play in the action of antioxidant
enzymes. Physical training, as demonstrated by Halliwell and Gutteridge [51] activates transcription
factors such as AMPK, which activate CATmRNA, stimulating protein synthesis and possibly increasing
the activity of CAT, although the fact that the CrS also exert this effect remains controversial. According
to Sestile et al. [4], creatine has cleansing effect on ROS production without interfering in the action of
antioxidant enzymes. However, this increase in CAT activity observed in this study is attributed to the
formation of H,O, by SOD. According to Halliwel and Gutteridge [51], the chemical interaction of H,O,
in the active site of catalase makes one of the hydrogen atoms to be transferred of the first oxygen to the
second, causing a heterolytic breakdown between atoms and forming water (molecule not deleterious).
Since the concentrations of H,O, showed an increase in trained and supplemented animals, and creatine
presents neutralizing action of this ROS, in turn, explains the reduction of oxidative damage of this
increase in CAT activity.

In contrast, the amount of GSH, GSSG and ratio between GSH/GSSG were not different in the
evaluated groups. GSH has a central role in the biotransformation and elimination of xenobiotics and in
protecting cells against oxidative stress [52]. For the protective activity of glutathione expressed by the
reduction of oxidizing species, and consequent oxidation of GSH to GSSG is maintained, GSH must be
regenerated through the catalytic cycle [52].

In summary, the results show that creatine supplementation acted in an additive manner to the
physical training in the strengthening of antioxidant enzymes in liver of rats. More studies are needed to
expand knowledge about the antioxidant effects of creatine and little is known about the effects on other

body tissues.
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