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Resumo

A creatina (acido acético a-metilguanidina) é um composto de ocorréncia natural que
desempenha diversas funcdes sobre a bioenergética tecidual. Diversos estudos tém
demonstrado possiveis efeitos ergogénicos associados a suplementagdo oral deste composto.
Entretanto, existem alguns relatos de efeitos colaterais desta suplementacdo em tecidos
metabolicamente relacionados. Desta forma, o presente objetivou avaliar bioquimicamente e
histomorfologicamente as fung¢des renais e hepaticas de ratos Wistar sedentdrios ou
submetidos a natac¢do (80% de carga maxima tolerada, cinco vezes por semana, durante 30
minutos didrios) e suplementados com creatina a curto (5g * kg durante uma semana) e a
longo prazo (lg ~ kg' durante quatro e oito semanas). Para tanto, as concentragdes
plasmaticas de alanina aminotransferase (ALT (U/L)), aspartato aminotransferase (AST
(U/L)), gama glutamiltransferase (GGT (U/L)), fosfatase alcalina (U/L), lactato desidrogenase
(LDH (U/L)), bilirrubinas totais (mg/dl), albumina (g/dl), uréia (mg/dl), creatinina (mg/dl) e
creatina quinase (CQ (U/L)), foram mensuradas e correlacionadas com os achados
histomorfologicos do rim e figado. Também foi avaliada a carga maxima suportada (g)
durante o teste de carga maxima, bem como as concentragdes sanguineas de glicose (mg/dl) e
lactato (mg/dl) pré e pds-teste. Setenta e dois animais (240 £+ 10g) foram divididos em quatro
grupos (n=18): dieta normal sedentario (CON), dieta com Creatina sedentario (CRE), dieta
normal exercitado (NAT), dieta com creatina exercitado (CRE+NAT). Ao final da primeira,
quarta e oitava semanas foram sacrificados seis animais de cada grupo e obtidos os seguintes
resultados significativos (média = e.p.m.; p < 0,05 - ANOVA seguido pelo teste Tukey-
Kramer): (1) Elevagdo sérica de marcadores da fungdo renal apds quatro semanas de
suplementagdo em animais do grupo CRE-4 (creatinina: 1,1 + 0,2 e uréia: 37 £+ 3), quando
comparamos o grupo CRE-4 com os grupos CON-4 (creatinina: 0,4 + 0,2 e uréia: 20 + 2),
NAT-4 (creatinina: 0,5 = 0,2 e uréia: 18 £ 2) e CRE+NAT-4 (creatinina: 0,6 £ 0,1 e uréia: 22
+ 3); Elevagdo sérica de marcadores da fungdo renal apds oito semanas de suplementacdo em
animais do grupo CRE-8 (creatinina: 1,2 + 0,2 e uréia: 36 = 8), quando comparamos o grupo
CRE-8 com os grupos CON-8 (creatinina: 0,4 £ 0,1 e uréia: 19 + 1), NAT-8 (creatinina: 0,6 +
0,1 e uréia: 20 = 2) e CRE+NAT-8 (creatinina: 0,6 = 0,2 e uréia: 23 + 2); Os resultados da
fun¢do bioquimica renal puderam ser associados com alteragdes histomorfologicas do
parénquima renal condizentes com injuria tecidual apds quatro e oito semanas, nos grupos
CRE-4 e CRE-8, respectivamente. (2) Elevacdo sérica de marcadores da fungao hepatica apos
oito semanas de suplementacdo em animais do grupo CRE-8 (ALT: 41 = 7, AST: 89 £ 6,
GGT: 8,0 + 0,9 e fosfatase alcalina: 125 + 10) quando comparamos o grupo CRE-8 com os
grupos CON-8 (ALT: 23 £ 7, AST: 62 + 5, GGT: 3,9 + 1,0 e fosfatase alcalina: 67 £ 09),
NAT-8 (ALT: 21 £ 8, AST: 71 £ 5, GGT: 4,1 + 1,0 e fosfatase alcalina: 69 + 12) e
CRE+NAT-8 (ALT: 27 £ 6, AST: 67 £ 7 GGT: 3,9 £ 0,7 e fosfatase alcalina: 75 £ 12). Os
resultados da funcdo bioquimica hepatica puderam ser associados com alteragdes
histomorfologicas do parénquima hepatico condizentes com injuria tecidual no grupo CRE-8;
(3) redugdo dos niveis glicEémicos (pos-teste), do acimulo de lactato sanguineo (pds-teste) e
incremento da carga maxima tolerada (pos-teste) durante todo o experimento em animais dos
grupos CRE+NAT. Os resultados deste estudo apontam: (1) possivel nefro e hepatoxicidade
tempo-dependente apds a suplementacdo de creatina em animais sedentarios; (2) possivel
efeito ergogénico da creatina se associada a atividade fisica. Estes achados nos permite
concluir que a suplementacdo de creatina se associada a atividade fisica, ndo prejudica as
fungdes renais e hepaticas e incrementa a tolerancia ao esforgo fisico.

Palavras-chave: suplementacdo de creatina, funcdo renal, funcdo hepatica, recursos
ergogénicos, ratos Wistar.



Abstract

The creatine (o-metylguanidine acetic acid) is a natural occurrence compound that carries
several functions on the tissue bioenergetic. Several studies have been demonstrated possible
ergogenic effects associated to the creatine oral suplementation. However, there are some
reports that showed side effects of creatine supplementation in metabolic related tissue. The
present study aimed to evaluate biochemistry and histomorphological the renal and hepatic
functions of Wistar rats sedentary or submitted to the swimming (80% of tolerated maximum
load, five times a week, for 30 diaries minutes) and creatine supplementated with the short-
term(5g * kg during one week) and long-term (lg - kg™ for four and eight weeks). The
plasmatic concentrations of alanine aminotransferase (ALT (U/L)), aspartate aminotransferase
(AST (U/L)), gamma glutamyltransferase (GGT (U/L)), alkaline phosfatase (U/L), lactate
desidrogenase (LDH (U/L)), total bilirubin (mg/dl), albumin (g/dl), ureia (mg/dl), creatinine
(mg/dl) and creatine quinase (CQ (U/L)) were measured and correlated with the kidney and
liver histomorphological aspects. Also it was evaluated the supported maximum load (g)
during the Test of Maximum Load, as well as the sanguine concentrations of glucose (mg/dl)
and lactate (mg/dl) before and after the test. Seventy two animals (240 = 10g) were divided in
four groups (n=18): sedentary normal diet (CON), sedentary creatine diet (CRE), exercised
normal diet (NAT), exercised creatine diet (CRE+NAT). At the end of the first, fourth and
eighth weeks six animals of each group were sacrificed and obtained the following significant
results (mean + e.p.m; p <0,05 - ANOVA following for the test Tukey-Kramer): (1) plasmatic
elevation of biochemical markers of the renal function after four weeks of creatine
supplementation in animals of the group CRE-4 (creatinine: 1,1 + 0,2 and ureia: 37 £ 3),
when compared the group CRE-4 to the groups CON-4 (creatinine: 0,4 £ 0,2 and ureia: 20 +
2), NAT-4 (creatinine: 0,5 £ 0,2 and ureia: 18 + 2) and CRE+NAT-4 (creatinine: 0,6 + 0,1
and ureia: 22 + 3); plasmatic elevation of biochemical markers of the renal function after eight
weeks of creatine supplementation in animals of the group CRE-8 (creatinine: 1,2 = 0,2 and
ureia: 36 = 8), when compared the group CRE-8 to the groups CON-8 (creatinine: 0,4 + 0,1
and ureia: 19 £ 1), NAT-8 (creatinine: 0,6 £ 0,1 and ureia: 20 + 2) and CRE+NAT-8
(creatinine: 0,6 = 0,2 and ureia: 23 £ 2); The results of the renal biochemical function could
be associated with histomorphological alterations related with tissue damage in the renal
parenquime, after four and eight weeks, in the groups CRE-4 and CRE-8, respectively. (2)
plasmatic elevation of biochemical markers of the hepatic function after eight weeks of
creatine supplementation in the group CRE-8 (ALT: 41 =7, AST: 89 + 6, GGT: 8,0 £ 0,9 and
alkaline phosfatase: 125 + 10) when compared the group CRE-8 to the groups CON-8 (ALT:
23+ 7, AST: 62 £ 5, GGT: 3,9 + 1,0 and alkaline phosfatase: 67 + 09), NAT-8 (ALT: 21 £ 8,
AST: 71 £ 5, GGT: 4,1 + 1,0 and alkaline phosfatase: 69 + 12) and CRE+NAT-8 (ALT: 27 +
6, AST: 67 = 7 GGT: 3,9 = 0,7 and alkaline phosfatase: 75 £ 12). The results of the
biochemical hepatic function could be associated with histomorphological alterations related
with tissue damage in the hepatic parenquime after eight weeks of creatine supplementation in
group CRE-8; (3) reduction of the sanguine glucose (after-test), reduction of the sanguine
lactate (after-test) and increment of the tolerated maximum load (after-test) during the whole
experiment in animals of the groups CRE+NAT. The results of this study suggest: (1)
possible nephro and hepatoxicity time-dependent after long-term creatine supplementation in
sedentary animals; and (2) possible ergogenic effect of the creatine supplementation if
associated to the physical activity. In conclusion, the creatine supplementation if associated to
the physical activity does not harm the renal and hepatic functions and it increases the
physical tolerance.

Keywords: creatine supplementation, renal function, hepatic function, ergogenic aids, rats.
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1. INTRODUCAO

Atualmente os exercicios fisicos representam uma importante preocupacdo da
populacdo mundial (LAMONTE et al., 2005). Alguns individuos exercitam por questdes de
saude, seja para prevenir doencas cronicas, ou para promover determinada reabilitagao
(BENDERMACHER et al., 2005). Outros se exercitam para manter ou melhorar sua
aparéncia fisica (SILVA et al. 2004). Também hé aqueles que fazem exercicios esporadicos
objetivando o prazer dos esportes recreacionais ou através de treinamentos rigorosos buscam
alcangar a superioridade atlética em esportes de alto nivel (CLARKE et al., 2005).

Entretanto, em todos os niveis da pratica de atividade fisica, alguns individuos para
obter melhoras adicionais, recorrem ao uso de Recursos Ergogénicos (RE) (ELLENDER ;
LINDER, 2005). Segundo Silver (2001), os RE sdo substancias capazes de incrementar e
aprimorar o desempenho fisico. Neste sentido, inimeros suplementos dietéticos tém sido
comercializados, especialmente para atletas, como forma de novas estratégias nutricionais que
visam potencializar o rendimento fisico (TOKISH et al., 2004; MILMAN ; ROSS, 2003;
AHREND, 2001). Diante dos potenciais riscos encontrados em substincias ergogénicas
proibidas pelo COI (Comité Olimpico Internacional) e as penalidades associadas ao teste
antidoping positivo, o interesse ¢ cada vez maior por substancias ergogénicas legalizadas
(LOMBARDO, 2004; FOUILLOT, 2004). O mais popular suplemento dietético legalizado a
venda como possivel RE ¢é a creatina (Cr), um nutriente encontrado naturalmente nos
alimentos de origem animal (BEMBEN ; LAMONT, 2005; KREIDER, 2003).

O interesse pela suplementagdo de Cr atingiu enorme popularidade entre os atletas dos
jogos olimpicos de Atlanta (1996). Foi estimado que nestes jogos, cerca de 80% dos atletas
utilizaram Cr e um numero importante destes atletas conseguiram medalhas de ouro

(EKBLOM, 1996). Desde 1995, nos Estados Unidos, as vendas da Cr crescem anualmente



mais de 730% totalizando lucros de aproximadamente 100.000 ddlares (ROBINSON et al.,
2000). Estes dados estdo associados ao fato de que nenhum constituinte natural alimentar
como a Cr ¢ classificado como droga pelo COI, ou seja, a Cr ¢é legalizada para o uso aliado a
competicao esportiva. No entanto, devido ao possivel uso indiscriminado cada vez maior pela
populacdo mundial e a preocupacdo com possiveis efeitos colaterais associados a Cr,
instituicdes governamentais de regulamentacdo procuram formas de controlar a
comercializa¢do deste suplemento.

No Brasil ndo existem dados que quantifique o nimero de consumidores ou o perfil
dos usuarios deste suplemento alimentar. Sua venda ¢é liberada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) desde que haja cumprimento das normas estabelecidas na
proposta de regulamento para venda de nutrientes isolados com fungdes bioativas, e alegacdes
de propriedade funcional e ou de satde (publicada no Didrio Oficial do dia 17 de agosto de
2001). A finalidade ¢é regulamentar a venda e o registro de nutrientes que, além da funcdo de
nutrir, provocam efeitos benéficos no metabolismo humano, sendo obrigatorio a presenga de
orientacdes especificas nos rotulos das embalagens comerciais, como por exemplo: "Nao
utilize mais do que 2g didrios de Creatina"; "Nao produz efeito em exercicios de longa
duracdo"; "Nao deve ser consumido por pessoas com problemas hepaticos ou renais" e "O
consumo acima da quantidade recomendada pode provocar sintomas como nausea, diarréia e
vomito" (ANVISA, 2001). Outro aspecto importante ¢ o controle de qualidade que garante o
grau de pureza do produto e impede qualquer tipo de contaminagdo durante o processo de
industrializagdo do suplemento. A Cromatografia Liquida de Alta Pressao (HPLC) e a
Eletroforese de Alta Resolu¢ao por Capilar (HPCE) sdo os métodos de andlise quimica
necessarios para a qualificagdo do produto (ANVISA, 2001). Neste sentido, algumas

pesquisas sobre a suplementacdo de Cr tém sido conduzidas para fornecer informagdes sobre



a seguranga do uso deste nutriente (PLINE ; SMITH, 2005; POORTMANS et al., 2005;
TARNOPOLSKY et al. 2003; WALDRON et al., 2002).

A despeito da ampla utilizagdo da Cr pela populagdo mundial, e a persisténcia de
muitas dividas e controvérsias quanto a suplementagdo deste nutriente, o presente estudo foi
realizado na tentativa de melhor esclarecer os efeitos a curto e a longo prazo da
suplementagdo de Cr sobre tecidos metabolicamente relacionados ao processo de
armazenamento, sintese e excre¢ao desta substancia. Além disto, como a Cr € pouco estudada
em relacdo ao metabolismo aerdbico, e parece modificar a utilizagdo de substratos
energéticos, como a glicose e o lactato (CEDDIA ; SWEENEY, 2004; HAVENETIDIS ;
BOURDAS, 2004), este estudo observou a relagdo da Cr sobre a utilizagdo e producdo de
substratos energéticos ¢ o desempenho fisico durante atividade aerdbica de alta intensidade.
Desta forma, objetivamos adquirir informagdes complementares que possam contribuir para

um emprego mais seguro e eficiente da Cr.

1.1 A Creatina

A Cr (4cido acético a-metilguanidina), uma amina nitrogenada (Figura 1), é um
constituinte nutricional encontrado naturalmente em alimentos de origem animal e sintetizado

pelo proprio organismo humano a partir dos aminodcidos glicina, arginina e metionina

(WALKER, 1979).

Figura 1. Estrutura quimica da Creatina (WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000).



A compreensdo dos processos de absorc¢do, distribui¢ao e captagdo tecidual da Cr apds
sua suplementacdo, bem como sua sintese enddgena, catabolismo e excrecao, ¢ fundamental

para o entendimento dos efeitos organicos promovidos por esta substancia.

1.1.1 Absorcio, distribuicdo e captacio tecidual da Creatina

Os suplementos de Cr sdo comercializados sob diversas formas, como po, tabletes, gel,
liquido, goma de mascar e barras. No entanto, a absorcdo da Cr suplementada oralmente ¢
determinada pelas propriedades fisico-quimicas da molécula. Como a Cr ¢ estruturalmente
semelhante aos aminoacidos glicina, arginina e metionina, a passagem da Cr para a circulagao
sanguinea ¢ dependente de transportadores especializados para estes aminoacidos
(KARLSSON et al., 1999).

Estudos indicam que a Cr consumida por via oral ¢ absorvida intacta e completamente
pelo limen intestinal, apesar da presenca de secregdes gastro-intestinais altamente acidas
durante o processo digestivo (SYLLUM-RAPOPORT et al., 1980). Greenhaff (1997) indicou
que a Cr, quando ingerida em pd miscivel em agua, apresenta uma maior biodisponibilidade
plasmatica que ao ser ingerida sobre outra forma farmacéutica. Adicionalmente, foi sugerido
que a Cr micronizada melhora ainda mais a absor¢do deste composto.

Apos a ingestdo de 1-10g de Cr, o tempo necessario para que seus niveis plasmaticos
alcancem a maxima concentracdo (tméax) ¢ menor que 1 hora (SCHEDEL et al, 1999;
GREEN et al., 1996). Este fato ¢ importante para sistematizar o protocolo de suplementacao,
uma vez que a captagdo tecidual de Cr ¢é significativamente maior quando ¢ atingida a
concentragdo plasmatica maxima (HARRIS et al., 1992).

Apds a absorgdo, a creatina plasmatica ¢ distribuida através de diferentes tecidos

corpéreos, incluindo o coragdo, o cérebro, os pulmoes, os testiculos, o figado, os rins, e



principalmente os musculos esqueléticos (IPSIROGLU et al., 2001). Cerca de 95% de toda Cr
organica estd armazenada na musculatura esquelética. Dessa quantidade, cerca de 60-70%
liga-se ao fosfato, formando a Creatina Fosfato (CP), enquanto os 30-40% restantes
permanecem como Cr livre. Entretanto, hé diferengas na concentragdo de Cr dentro dos varios
tipos de fibra muscular: fibras musculares do tipo II (predominantemente anaerobicas)
apresentam maiores concentragdes de Cr que as fibras musculares do tipo I
(predominantemente aerébicas) (MEYER et al., 1985; KUSHMERICK et al., 1992; CASEY
et al., 1996). Os 5% restantes do total de Cr sao encontrados nos outros tecidos supracitados.
Segundo Wiss e Kaddurah-Daouk (2000) a concentragdo celular de Cr é determinada
pela habilidade da célula em assimilar este nutriente. Foram propostos dois mecanismos para
explicar o processo de armazenamento da Cr tecidual: (1) a presenga de receptores especificos
para Cr (CT1), cuja fungdo depende de um processo ativo e dependente de entrada saturavel
de sodio; e (2) a necessidade de um elemento intracelular que capture a Cr (especialmente o
grupo fosfato), impedindo-a de retornar a corrente sanguinea. A CP apresenta polaridade
diferente da molécula de Cr o que impede que a CP atravesse as membranas plasmaticas

(Figura 2).
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Figura 2. Formas ionizadas das moléculas de Creatina (Cr) e Creatina Fosfato (CP). Em destaque: cargas

negativas do grupo fosfato adicionado a Cr (WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000).



Hé evidéncias de que a captagdo tecidual de Cr também possa ser influenciada pela
insulina, por catecolaminas, pelo fator de crescimento insulinico (IGF-1) e pela propria
atividade fisica (GREEN et al., 1996; ODOOM et al., 1996). Além disto, todos os tecidos
apresentam uma capacidade maxima de armazenamento (IPSIROGLU et al., 2001). Este fato
pode ser devido a suplementacdo de Cr a longo prazo estimular o mecanismo de regulagdo
lenta (down regulation) dos receptores de Cr impedindo a captagdo adicional deste nutriente.
Desta forma, a suplementag@o a longo prazo incrementa enormemente as concentragdes deste
composto em tecidos que apresentam valores basais muito baixos de Cr celular, como os rins
e o figado (IPSIROGLU et al., 2001).

Teoricamente, para a suplementagdo oral de Cr ser um ergogénico eficaz, a Cr deve
ser absorvida eficientemente a partir do limen intestinal, aumentando seus niveis plasmaticos
e desta forma facilitando o transporte e a captagdo pelas células musculares. Varias maneiras
de suplementacdo de Cr tém sido utilizadas com este intuito. No entanto, a literatura reporta
que para humanos, a maneira mais efetiva envolve duas fases de suplementagdo: (1) uma fase
de carregamento (Loading Phase) que dura de 5 a 7 dias com ingestdo diaria de 20 a 30g de
Cr, seguida pela (2) fase de manutencdo que ¢ caracterizada por doses de 2 a 5g diarias de Cr,

em periodos de 4 a 10 semanas (HARRIS et al., 1992).

1.1.2 Sintese endégena

A ingestdo de Cr pela dieta, especialmente pelo consumo de carnes, responde por
cerca de metade da necessidade corporal didria. O restante é obtido por meio da sintese
endogena, que ocorre especialmente quando a disponibilidade de Cr na dieta ¢ insuficiente
para atender as necessidades diarias. A Cr ¢ sintetizada endogenamente a partir dos

aminoacidos glicina, arginina e metionina, especialmente no figado e nos rins (Figura 3).
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Figura 3. Biosintese da creatina. 1: reagdo catalisada pela arginina-glicina amidinotransferase (AGAT); 2:

reagdo catalisada pela guanidinoacetato metiltransferase (GAMT) (PERSKY ; BRAZEU, 2001).

O primeiro passo na biosintese da Cr acontece nos rins e utiliza a reacdo promovida
pela enzima arginina-glicina amidinotransferase (AGAT) que transfere reversivelmente o
grupo amidino da arginina para a glicina, formando o 4cido guanidinoacético. Em seguida,
através da guanidinoacetato metiltransferase (GAMT), localizado no figado, acontece a
transferéncia irreversivel de um grupo metil da S-adenosilmetionina para o acido
guanidinoacético, formando a Cr (WALKER, 1979).

A biosintese de Cr normalmente ¢ controlada mais pela acdo da AGAT do que pela
GAMT. Além disto, existe um controle na utilizagdo dos aminoacidos necessarios na

obten¢do endogena de Cr, de modo que as outras necessidades metabolicas dos aminoacidos



necessarios para sua sintese (arginina, glicina e metionina) ndo sejam prejudicadas. Este
controle pode ser modificado por diversos fatores. Quando a disponibilidade de Cr na dieta
estd baixa, sua sintese enddgena encontra-se aumentada para manter os niveis normais do
nutriente. Por outro lado, se os niveis de Cr estiverem elevados, particularmente quando ha

suplementagdo com Cr, a biosintese endogena pode ser suprimida (WALKER, 1979).

1.1.3 Catabolismo e Excrecao

Walker (1979) indicou que, a Unica transformagdo conhecida da Cr e sua forma
fosforilada (CP) em vertebrados ¢ sua conversdo ndo-enzimatica irreversivel a creatinina.
(Figura 4). A maior parte da creatinina ¢ gerada no musculo esquelético, o maior sitio de
armazenamento da Cr, e esta conversdo parece ser espontanea (WYSS ; KADDURAH-
DAOUK, 2000). Uma vez produzida, a creatinina entra na circulagdo por meio de difusdo

simples e ¢ filtrada pelos glomérulos renais num processo independente de energia, sendo

excretada na urina (WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000).

Urinary excretion
of Crn

Figura 4. Catabolismo e Excrecao da Creatina (WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000).



Mensuragdes in vivo no musculo esquelético de ratos indicam que a conversao de Cr e
CP acontecem em taxas didrias de 2,6% e 1,1%, respectivamente (WYSS ; KADDURAH-
DAOUK, 2000). A excrecao diaria aproxima-se de 2 gramas, mas esta quantidade pode variar
consideravelmente entre os individuos, dependendo da massa muscular total. Tem sido
relatado que os niveis de creatinina aumentam levemente em resposta ao exercicio intenso de
curta duragdo (IRVING et al., 1990) e aumentos de até 10 vezes podem ocorrer em certas
condi¢des patoldgicas, como a doenga renal (WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000). Além
disto, em alguns estudos a suplementagdo de Cr também incrementou os niveis plasmaticos

deste metabdlico (KAMBER et al., 1999; SCHEDEL et al., 1999; VOLEK et al., 2000).

1.2 Vias metabdlicas de obtencio de energia

No corpo humano, a energia alimentar ¢ utilizada para produzir ATP, um composto
quimico que, quando desintegrado (hidrolisado), fornece energia para os processos biologicos.

A producdo de ATP acontece bioquimicamente através de reagoes acopladas a partir
de trés sistemas dindmicos e interdependentes: (1) o sistema ATP-CP (ou sistema fosfagénio),
no qual a energia para a obtengdo de ATP provém da CP; (2) glicélise anaerdbica, sistema que
gera acido lactico, mas que proporciona ATP a partir da degradagao parcial da glicose ou
glicogénio sem a presenga de oxigénio; e (3) glicolise aerobica (fosforilagdo oxidativa),
sistema que envolve o término da oxidacdo dos carboidratos na presenca de oxigénio (O,) e
efetivamente é o sistema mais rentavel de obtencao de ATP.

Teoricamente, o sistema energético ATP-CP ¢ capaz de fornecer ATP por apenas
algumas poucas contragdes musculares antes de ser esgotado. Uma vez que a CP ¢ o substrato
para esse sistema, ¢ evidente supor que a suplementagdo de Cr ¢ uma possivel estratégia

ergogénica para situacdes de necessidade energética de curta duracdo (atividades
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anaerdbicas). No entanto, neste estudo foi adotado um modelo de atividade fisica
predominantemente aerébica. Neste sentido, alguns autores observaram que a suplementagio
de Cr pode modificar a utilizacdo e formagao de substratos energéticos, como a glicose ¢ o
lactato, e possivelmente melhorar o desempenho fisico durante exercicios prolongados que
utilizem preferencialmente o metabolismo aerdbico (ENGELHARDT et al., 1998; STROUD
et al., 1994).

Ceddia e Sweeney (2004) propuseram um modelo esquematico demonstrando a
influéncia da suplementa¢ao de Cr sobre o metabolismo da glicose e a formagdo de lactato
(Figura 5). Estes autores observaram que a suplementacdo de Cr incrementou a expressao do
receptor CT1 e dos receptores da glicose (GLUT-4). Com isto, o conteudo de glicogénio ¢ de
Cr foi aumentado. Por um mecanismo ainda desconhecido as altas concentragdes celulares de
Cr e CP atenuaram a atividade da Lactato Desidrogenase (LDH), diminuindo a formagao de
lactato. Além disto, a glicose armazenada sob a forma de glicogénio foi utilizada
preferencialmente via glicélise aerobica (oxidagao mitocondrial), haja visto que a atividade da

Citrato Sintase (CS), um marcador da capacidade aerébica estava aumentada.

GLICOSE CREATINA
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Figura 5. Efeitos da Creatina sobre o metabolismo da glicose e do lactato. GLUT-4: receptor de glicose; CT1:

receptor de Creatina; LD: Lactato Desidrogenase; CS: Citrato Sintase. (CEDDIA ; SWEENEY, 2004).
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1.2.1 Papel da Creatina no metabolismo energético

Para Ceddia e Sweeney (2004) ¢ Op’t Eijnde et al. (2001), os possiveis beneficios
ergogénicos da suplementacdo de Cr estdo relacionados ao seu papel bioquimico e fisiologico
na bioenergética do tecido muscular esquelético. Diversos mecanismos foram propostos para
demonstrar o envolvimento da suplementacdo de Cr com o desempenho fisico melhorado,
dentre eles: (1) o aumento dos niveis de CP disponivel em repouso, servindo como tampao
imediato do uso de Adenosina Trifosfato (ATP) durante o exercicio (SAHLIN, 1998; CASEY
et al., 1996; BALSOM et al., 1994); (2) o aumento dos niveis de Cr em repouso para
aumentar a taxa de ressintese da propria CP durante e apos o exercicio (GREENHAFF, 1997;
BOGDANIS et al., 1995); A CP serve como um tampao temporario de energia durante os
periodos de intensa atividade celular, quando o consumo de ATP excede sua sintese (Figura

6).
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Figura 6. Fosforilagao e Desfosforilagao da Creatina (PERSKY ; BRAZEU, 2001).

A reacdo supracitada ¢ reversivel e catalisada pela Creatina Quinase (CQ), uma

enzima que merece destaque. Atualmente reconhecem-se pelo menos quatro isoenzimas da
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CQ. A combinagdo das subunidades M e B, assim chamadas por terem sido caracterizadas
pela primeira vez respectivamente no musculo (Muscle) e no cérebro (Brain) resulta em trés
isoenzimas, MM-CQ, MB-CQ e BB-CQ. A quarta isoenzima esta localizada no lado externo
da membrana mitocondrial (Mi-CQ). Todas as isoformas da CQ funcionam simultaneamente
para formar uma rapida interconversdo da Cr, CP e da ATP, mantendo um equilibrio
energético tecidual (QIN et al., 1998). Do ponto de vista ergogénico, a suplementagdo de Cr
poderia aumentar o pool de CP e assim determinar um tampao temporario de energia mais
duradouro, incrementando o rendimento anaerobico e retardando o metabolismo glicolitico.
Em adicdo a esse papel de tampao energético, tem sido proposto que a CP e a Cr
atuam como moléculas "langadas" e mensageiras entre as mitocondrias e os sitios
subcelulares de producao e hidrolise de ATP, e desta forma auxiliem atividades aerobicas. A

Figura 7 ilustra o modelo de langadeira proposto por Walker (1979).

Frabalho Colufar

Cifosol

[®
s
'y
9!
bl

MIL-CO
_____ _ Membrana Exferna da Mifocindria R S P

Cr+ATP ———————> ATP+CP

T Mi-CQ ‘
Membrana mferna da Mitocdndria
""""" TRANSFERASES il el
| ¥ ¥
ATP ATP + Fi

Figura 7. Modelo de Langadeira de Creatina e Creatina Fosfato (WALKER, 1979).
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No sitio mitocondrial, a ATP sintetizada entra no espago intermembranoso
mitocondrial, onde uma parte ¢ utilizada pela Mi-CQ para a formag¢ao de ADP ¢ CP. A ADP
resultante esta, entdo, favoravelmente situada para o transporte por uma translocase ao interior
da matriz mitocondrial na troca pela ATP da matriz. A CP formada, ao contrario da ADP,
difunde-se até a banda M miofibrilar, onde serve localmente para repor ATP, tendo a MM-CQ
como agente catalisador. A Cr resultante retorna ao espaco intermembranoso mitocondrial
para continuar o ciclo. Se a capacidade desta langadeira puder ser aumentada, como proposto
pela suplementacdo com Cr, o desempenho do exercicio de longa duragdo poderd ser
melhorado.

Walsh et al. (2001) propuseram uma fungdo primordial para a fundamentagdo da
suplementagdo com Cr. Para estes autores a Cr auxilia no tamponamento das elevagdes de
ADP. Relata-se que elevagdes consideraveis da ADP exercem um efeito inibitorio sobre as
ATPases celulares, resultando em redu¢do no ciclo de acoplamento das pontes cruzadas dos
filamentos musculares (BALABAN, 1990). Nos sarcomeros em que grandes quantidades de
ATP sdo hidrolisadas, a refosforilagdo imediata do ADP pela MM-CQ mantém uma baixa
concentragdo de ADP. Isso evita a inativagdo de miosinas ATPases e ndo bloqueia a geragao
de ATP rapidamente (BLEI ef al., 1993; RADDA, 1996). Além disto, com a ocorréncia da
hidrélise de ATP durante a contragio muscular, sio liberados prétons (H'). Tem-se sugerido
que o aumento dos ions hidrogénio (e diminuicdo concomitante do pH) durante o exercicio
intenso contribui para a fadiga. Como demonstrada na figura 6 a ressintese de ATP pela CP,
acontece consumindo um H'. Consequentemente, aumentar a capacidade celular de
refosforilar imediatamente o ADP e tamponar o H™ pode servir para incrementar o rendimento
fisico de longa duragdo (ROSSITER et al., 1996; PEYREBRUNE et al., 1998). Segundo
Casey e Greenhaff (2000), a suplementacdo de Cr poderia contribuir com todos estes

processos, e desta forma potencializar ou incrementar exercicios de longa duragdo.
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A Cr também pode ser um sinalizador para a sintese protéica, possivelmente por
promover a retengdo intracelular de fluido e aumentar a pressdo osmotica celular
(POTTEIGER et al., 2002; WILDER et al.,, 2001; KREIDER, 1998). Dangott et al. (2000)
relataram que a adi¢do de Cr as células musculares esqueléticas incubadas aumenta a sintese
de miosina in vitro. Este autor especulou que o aumento na hidrata¢ao celular induzida pela
suplementagdo de Cr induzia a sintese protéica e diminuia a protedlise, o que aumentaria a

massa magra.

1.3 Aplicacgoes terapéuticas e possiveis efeitos adversos da suplementac¢io de Cr

De fato, durante décadas, as pesquisas buscavam exclusivamente compreender a
interagdo da Cr com o desempenho fisico humano (WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000).
Estes estudos foram basicamente norteados pela andlise da reagdo enzimatica promovida pela
CQ a partir do metabolismo muscular anaerdbico (SAKS et al., 1996).

Contudo, com a recente identificagdo, purificagdo e clonagem de diversas enzimas ¢
receptores envolvidos no metabolismo da Cr, uma ampla variedade de investigagdes
terapéuticas deste nutriente estd sendo realizada (GUERRERO-ONTIVEROS;
WALLIMANN, 1998; SORA et al, 1994; GUIMBAL; KILIMANN, 1993). Prejuizos
motores ¢ mentais gerados pela ineficiéncia ou incapacidade de sintetizar endogenamente a Cr
poderiam ser amenizados por sua suplementacdo (SCHULZE, 2003). A administragdo
endovenosa de CP melhorou o metabolismo do miocardio e diminuiu a incidéncia de
fibrilagdo ventricular em pacientes com isquemia cardiaca (ANDREWS et al., 1998). Andres
et al. (2005), observou uma possivel protecdo de danos teciduais isquémicos relacionados
com orgaos transplantados através da CP. Em diversas doencas neuromusculares, como

doenca de Huntington, esclerose multipla e distrofias musculares, o uso terapéutico da Cr tem
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ocorrido de forma benéfica (BENDER et al.,, 2005; TARNOPOLSKY et al., 2004).
Substancias andlogas a Cr, como a ciclocreatina, estdo sendo investigadas quanto sua
capacidade de diminuir a taxa de crescimento de células tumorais (JEONG et al., 2000;
SCHIMMEL et al., 1996).

Por outro lado, pesquisas demonstram interesse em investigar os efeitos da
suplementagdo da Cr sobre diversos marcadores clinicos, avaliando os possiveis riscos e
danos teciduais desta substancia (BIZZARINI ; DE ANGELIS, 2004; TAES et al., 2003;
ROBINSON et al., 2000; VANDENBERGHE et al., 1999). Alguns estudos tém associado a
suplementagdo de Cr a condigdes patologicas, como caibras musculares (ZIEGENFUSS et al.,
1997), desidratagdes (ZIEGENFUSS et al., 1998; ZIEGENFUSS et al, 1997), disfungdes
renais (PRITCHARD;KAIRA, 1998; POORTMANS et al, 1997) e hepaticas
(TARNOPOLSKY et al., 2003). Yu e Deng (2000) propuseram um modelo de explicacao de
como a Cr poderia ser tecidualmente téxica (Figura 8). Estes autores observaram uma
possibilidade de conversdo quimica da Cr em formaldeido, um agente extremamente agressor.
A partir desta constatagdo, ficam evidentes estudos que justifiquem a preocupagdo com o uso
indiscriminado e ndo orientado da suplementagdo de Cr, especialmente sobre os possiveis

efeitos colaterais em tecidos metabolicamente relacionados a Cr, como o tecido renal e

hepatico.
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Figura 8. Hipdtese de toxicidade da Creatina. 5: reagdo catalisada pela Creatina Amidohidrolase; 6: reagao
catalisada pela Glicina Oxidase; e 7: reagdo catalisada pela Semicarbazida-Sensitiva Amina Oxidade (SSAO)

(YU; DENG, 2000).
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1.4 Os rins

Estes orgdos contribuem para a homeostase organica, participando da regulagdo do
balango hidro-eletrolitico, do equilibrio 4cido-basico, da produgdo de eritrocitos, da produgdo
da 1,25 diidroxivitamina Dj, da pressdo arterial, ¢ excretarem escorias metabolicas, como a
uréia (proveniente do metabolismo dos aminoécidos), bilirrubinas (produto final da
degradagdo da hemoglobina) e creatinina (proveniente do metabolismo da Cr) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004a).

Cada rim ¢ constituido por 1 a 4 milhdes de néfrons, a unidade morfofuncional renal.
O néfron ¢ formado pelo Corptsculo Renal (Glomérulo e Capsula de Bowman), Tubulo
Contorcido Proximal (TCP), partes delgada e espessa da Alga de Henle (AH), pelo Tubulo
Contorcido Distal (TCD) e pelos tibulos e ductos coletores. Morfologicamente, pode ser
dividido em uma zona cortical e zona medular (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004a) (figura

9).
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A magnitude da excrecao de diferentes substancias na urina representa o resultado de
trés processos nefroticos: (1) filtragdo glomerular, (2) reabsor¢do tubular, e (3) secrecao
tubular. O rim ndo consegue regenerar seus néfrons. Por isso, lesdes e doencas renais,
acarretam uma diminui¢ao gradual do nimero de néfrons. No entanto, a perda nefrotica, pode
ser acompanhada por alteracdes adaptativas nos néfrons remanescentes permitindo-lhes ainda
desempenhar suas funcgdes. Evidentemente, alteracdes nefro-morfolégicas podem acarretar
distarbios nos processos basicos de formagao de urina (GUYTON ; HALL, 1997a).

Os produtos finais do metabolismo sd3o em geral, considerados como nitrogénios nao
protéicos, ¢ tém que ser removidos do corpo para garantir a continuagdo do metabolismo
protéico normal. A concentragdo destes compostos, especialmente de uréia e creatinina, pode
estar elevada e fornece um meio importante de avaliar a fungdo renal. Como toda substancia
plasmatica ndo protéica, a uréia e a creatinina sdo filtradas completamente dos Capilares
Glomerulares (GLs) para a Capsula de Bowman (CB). No entanto, metade da uréia filtrada
pelos GLs ¢ passivamente reabsorvida dos tiibulos, contribuindo para a capacidade renal de
concentragdo da urina. A creatinina, uma molécula maior que a uréia, ¢ impermeavel a
membrana tubular e quase nenhuma creatinina ¢ reabsorvida, de modo que toda creatinina
filtrada pelos GLs é excretada na urina (BRZOSKA et al., 2003)

A atividade celular das diversas regides do néfron pode estar prejudicada por (1)
condicdoes que lesam os GLs; (2) condigcdes que lesam o epitélio tubular renal; e (3)
condi¢des que lesam o instersticio renal. Desta forma, um exame histoldgico, especialmente
da zona cortical ¢ necessario para elucidar a condi¢cdo histomorfoldgica da funcdo renal
BRZOSKA et al., 2003).

Ao microscopio optico, o tufo de capilares glomerulares deve ser observado quanto
sua celularidade global, simetria dos Gls, densidade das paredes capilares, e preserva¢ao do

espaco intersticial entre o Gls e a CB, sem a presenga de secregdes. Normalmente, todos os
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Gls apresentam as mesmas espessuras que sao muito delgadas e com normo-celularidade, e os
nucleos celulares ndo estdo agrupados ou sobrepostos (figura 10). A distingdo entre os TCP e
TCD, ambos encontrados na zona cortical e formados por epitélio cubico, baseia-se nos
seguintes dados: as células do TCP sao menores (maior nimero de nucleos em cada corte
transversal), ndo possuem orla estriada e sdo menos acidofilas (possuem menor nimero de

mitocondrias) (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004a).

Figura 10. Vista panoramica da cortical do rim. (P) Tubulos Contorcidos Proximais; (D) Tubulos Contorcidos
Distais; (G) Glomérulos. Coloragdo pela pararrosanilina-azul-de-toluidina. Pequeno Aumento - 40X

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004a).

A literatura indica que a suplementacdo de Cr aguda ou cronica parece ndo aumentar o
estresse renal em individuos saudaveis e ativos fisicamente, conforme por varios marcadores
séricos e urinarios (PLINE; SMITH, 2005; MAYHEW et al, 2002). Entretanto, poucos
estudos avaliaram de forma abrangente os efeitos da Cr em populacdes sedentarias, havendo a
necessidade de pesquisas adicionais antes de conclusdes definitivas, especialmente pelo fato
de existir a possibilidade terapéutica desta substancia em pessoas com nivel de atividade fisica

insignificante (BIZZARINI ; DE ANGELIS, 2004).
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1.5 O Figado

O figado apresenta fungdes essenciais em todas as fases do metabolismo de
carboidratos, lipidios, proteinas e hormonios; sintese, armazenamento e liberagdo de
vitaminas, glicogénio, aminoacidos ndo essenciais e proteinas plasmaticas e carreadoras,
como a albumina; fagocitose de eritrocitos, remog¢ao de substancias toxicas; e producio de
bile. Grande parte do sangue que vai para o figado chega pela veia porta (70-80%), que
transporta sangue pouco oxigenado e rico em nutrientes provenientes das visceras
abdominais, enquanto os 20% restantes derivam da artéria hepatica, que fornece sangue rico
em oxigénio (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004b).

Com relagdo as fungdes hepaticas no metabolismo protéico, deve-se ressaltar a
desaminacgdo e interconversdes de aminoacidos, e formacdo de uréia para a remogao de
amonia dos liquidos corporais. A desamina¢do de aminoacidos € necessaria para que eles
possam ser utilizados na producdo de energia ou para serem convertidos em carboidratos ou
gordura. Grandes quantidades de amoénia sdo formadas pelo processo de desaminagdo, ¢ na
auséncia da funcdo hepatica de formacdo de uréia, a concentragdo plasmatica de amonia
aumenta rapidamente, resultando em coma hepatico e morte (GUYTON ; HALL, 1997b).

A capacidade das vias metabolicas hepaticas estd em fungdo direta com sua
integridade estrutural e sua fun¢ao celular. Quando se produz a lesdo celular, o desequilibrio
resultante inicia um processo de alteragcdes da permeabilidade no tecido hepatico o qual se
manifesta pela passagem de moléculas do espaco intra para o extracelular, especialmente das
enzimas celulares que participam dos processos de desaminagdo, como a Alanina
Aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), e Gama glutamiltransferase

(GGT) (GAYOTTO ; ALVES, 2001b).
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Quando a lesdo ¢ extensa, ¢ possivel identificar quase todas as enzimas tissulares.
Entretanto ¢ necessario estabelecer um diagnodstico diferencial de acordo com os padrdes
enzimaticos em virtude de suas diferentes localizagdes, solubilidade e comportamento frente
as diferentes lesdes. Gayotto e Alves (2001b), propuseram a seguinte diferenciagao:

1- Indicadores de Integridade Celular: Aminotransferases, Desidrogenase Lactica
(LDH) e Glutamato Desidrogenase (GLDH);

2- Indicadores de reacdo Celular ou Sobrecarga: Fosfatase Alcalina e Gama
glutamiltransferase (GGT);

Além das provas de funcdo hepatica, deve-se ter em conta, o aspecto histologico do
figado. A unidade morfofuncional do figado sdo os l6bulos hepaticos, uma massa poligonal
construida em torno da veia centrolobular (VCL) e constituida por numerosas placas
hepatocelulares, essencialmente formada por hepatdcitos (JUNQUEIRA ; CARNEIRO,

2004b) (figura 11).

; ' Ramo da artéria hepidtica

Ducte biliar

Rama da veia porta

> Capilares sinusdides

—Espago porta

" Veia sublobular

Figura 11. Lobulo Hepatico (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004b)

Os espagos entre as placas hepatocelulares contém os sinusdides hepaticos, cujas
células endoteliais estdo separadas dos hepatdcitos por uma regido conhecida como espago de

Disse, que contém microvilos dos hepatdcitos. Além das células endoteliais, os sinusodides
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contém as células de Kupffer (macrofagos hepaticos). Em algumas regides da periferia dos
lobulos existe uma regido de tecido conjuntivo contendo um ramo da veia porta, um ramo da
artéria hepatica, ducto biliares e vasos linfaticos, denominada espago porta. Cada 16bulo
hepatico contém de 3 a 6 espagos porta, situados sempre nas regides angulares do poligono

lobular JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004b) (figura 12).
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Figura 12. Aspecto tridimensional do figado normal (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004b).

O estudo de laminas histologicas hepaticas exige a observa¢do dos critérios de
normalidade citados anteriormente (figura 13) e quanto: (1) aos processos degenerativos dos
hepatdcitos que pode revelar tumefacdo celular, proliferacdo do reticulo endoplasmatico liso,
alteracdes eosinofilicas amorfas com aspecto flocular e distribui¢do irregular citoplasmatica;
(2) morte hepatocelular, seja apoptose ou necrose que manifestam respectivamente por
distribuicdo celular anormal (células isoladas ou agrupadas e sobrepostas), reacdo tecidual
(fagocitose e exsudato leucocitario) e morfologia alterada (retracdo celular, tumefacao,

citoplasma fragmentado e extensdes citoplasmaticas); e (3) neoformacdo conjuntiva
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observada por proliferacdo de tecido fibroso especialmente nos espagos porta (GAYOTTO ;

ALVES, 2001a).

Rama da
veia porta

Figura 13. Fotomicrografia do figado normal. A: Veia Centrolobular (VCL). Observar as placas de hepatocitos
limitando os espagos ocupados pelos capilares sinusodides. B: Um espaco porta. Coloragdo Hematoxilina e

Eosina (H&E). Aumento médio - 100X (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004b).

Achados de pesquisas sugerem que a suplementagdo de Cr ndo afeta o efluxo de
enzimas hepaticas, cujas elevagdes podem ser indicadoras de estresse hepatico (BIZZARINI ;
DE ANGELIS, 2004; MAYHEW et al., 2002). No entanto, como ocorre com a fungao renal,
a fungdo hepatica necessita ser observada de forma mais detalhada e integrada (bioquimica e
histomorfologicamente) em populagdes distintas quanto ao nivel de atividade fisica e tempo

de suplementacdo (TARNOPOLSKY et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

A maioria dos experimentos que propuseram analisar a suplementacdo de Cr como
recurso ergogénico, buscaram compreender como a interacao deste composto com a atividade
anaerdbica muscular pode beneficiar o desempenho fisico. Além disto, a eficacia desta
suplementagdo tem sido atribuida a capacidade de armazenamento da Cr no tecido muscular
esquelético. No entanto, por estar presente em diversos tecidos, a suplementacdo de Cr
também poderia gerar adaptacdes teciduais e eventuais alteragcdes funcionais em outros 6rgaos
metabolicamente ativos, como os rins e o figado. Nao obstante, pouco ¢ sabido dos efeitos da
suplementagdo de Cr sobre o desempenho fisico aerébico. Tendo em vista estas
possibilidades, este estudo foi delineado para analisar as respostas homeostaticas do tecido
renal e hepatico frente os possiveis efeitos da suplementacdo da Cr durante atividade fisica

predominantemente aerobica.

2.2. Objetivos Especificos

O presente estudo analisou os efeitos da suplementacdo aguda (Fase de Carregamento:
1 semana) e cronica (Fase de Manutengdo: 4 ¢ 8 semanas) de Cr em ratos machos Wistar
sedentarios e submetidos ao exercicio de natacdo a 80% da carga maxima, onde foram
avaliados os seguintes parametros:

(1) Eficiéncia Alimentar (EA) dos animais;

(2) Aspecto ponderal dos animais (massa corporal);

(3) Carga maxima suportada pelos animais durante o Teste de Carga Maxima (TCM);
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(4) Concentragdes sanguineas de Glicose e Lactato antes e apos o TCM;

(5) Aspecto histomorfologico dos tecidos renal e hepatico, através de técnicas
histologicas especificas;

(6) Aspecto funcional renal e hepatico, através de ensaios bioquimicos: Alanina
aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST), Gama glutamiltransferase
(GGT), Fosfatase Alcalina, Lactato Desidrogenase (LDH), Bilirrubinas Totais, Albumina,
Ur¢ia e Creatinina e Creatina Quinase (CQ);

(7) Possiveis correlagdes existentes entre os achados histomorfoldgicos e bioquimicos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em obediéncia as normas para experimentacao
animal (TOUITOU et al., 2004) e de acordo com os principios éticos de manuseio e cuidado
com animais de laboratério preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal), descritos por Cardoso (2004). Além disto, adotou as normas para a
pratica didatico-cientifica de vivisseccdo de Animais (Lei 6638 de 08/05/1979), obtendo
aprovacio pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade do Vale do Paraiba (Protocolo n°

L022-2005-CEP) (Anexo A).

3.1 Modelo Experimental

Foram utilizados 72 ratos (240 = 10 gramas) machos Wistar (Rattus Norvegicus),
adultos jovens (10 a 12 semanas de idade), obtidos da fazenda Bem-te-vi (Paulinia-SP). Os
animais foram mantidos individualmente em caixas de polietileno no biotério do Laboratdrio
de Fisiologia e Farmacodinamica do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento (IP & D II) da
Universidade do Vale do Paraiba com temperatura (22 a 25°C), umidade relativa (40 a 60%) e
fotoperiodo (ciclo de 12 horas claro-escuro) controlados.

O estudo teve duracdo de 8 semanas e os animais foram divididos igualmente em 4

grupos experimentais constituidos de 3 subgrupos cada um:

1- Grupos Controle (CON) (n=18): sedentérios e ndo suplementados:
CON-1 (n=6): durante 1 semana;
CON-4 (n=6): durante 4 semanas;

CON-8 (n=6): durante 8 semanas;
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2- Grupos Natacao (NAT) (n=18): exercitados e nao suplementados:
NAT-1 (n=6): durante 1 semana;
NAT-4 (n=6): durante 4 semanas;

NAT-8 (n=6): durante 8 semanas.

3- Grupos Creatina (CRE) (n=18): sedentarios e suplementados:
CRE-1 (n=6): durante 1 semana;
CRE-4 (n=6): durante 4 semanas;

CRE-8 (n=6): durante 8 semanas.

4- Grupo Creatina Natagdo (CRE+NAT) (n=18): exercitados ¢ suplementados:
CRE+NAT-1 (n=6): durante 1 semana;
CRE+NAT-4 (n=6): durante 4 semanas;

CRE+NAT-8 (n=6): durante 8 semanas.

3.2 Dieta dos animais

Os animais receberam racao e agua ad libitum. A verificacdo da quantidade de racdo e
dgua consumida foi realizada em todos os animais diariamente durante todo o periodo
experimental, através do seguinte protocolo (ROGATTO et al., 2004):

- Periodo Inicial: fornecimento de uma concentracdo superestimada de ingestdo diaria
(50g de racao e 500ml de agua);

- Periodo de Afericdo: afericdo da quantidade ndo consumida de ragdo e dgua apos 24
horas. O resultado encontrado foi subtraido dos valores superestimados para determinar o

consumo diario de rag¢do e dgua de cada animal.



27

Para se avaliar a Eficiéncia Alimentar dos animais foi utilizada a seguinte equagao

(ROGATTO et al., 2004):

EA = (MF — MI)
TA
Onde:
EA: eficiéncia alimentar;
MF: massa corporal do animal ao final do experimento (g);
MI: massa corporal do animal no inicio do experimento (g);

TA: quantidade total de alimento ingerido durante o experimento (g).

3.2.1 Racio utilizada

- Marca comercial da ragdo: Socil Guyomarc H - Industria e Comércio Ltda (Labcil®).

- Indicagdo: animais de laboratorio.

- Composi¢ao nutricional (por kg do produto): proteina bruta (22%), matéria mineral
(10%), matéria fibrosa (8%), extrato etéreo (4%) calcio (1,40%), fosforo (0,80%),
antioxidante (100,00 mg), colina (600,00 mg), cobre (10,00 mg), cobalto (1,50 mg), ferro
(50,00 mg), iodo (2,00 mg), manganés (60,00 mg), selénio (0,05 mg), zinco (60,00 mg), vit. A
(1.200 UI), vit. B12 (20,00 mg), vit. D3 (1.800 UI), vit. E (30,00 mg), vit. B1 (5,00 mg), vit.
B6 (7,00 mg), vit. K3 (3,00 mg), niacina (60,00 mg), vit. B2 (6,00 mg), biotina (0,05 mg),
acido pantoténico (20,00 mg), acido folico (1,00 mg), metionina (300,00 mg) e lisina (100

mg).



28

3.3 Protocolo de Atividade Fisica

A natacdo foi utilizada como forma de submeter os animais a atividade fisica. Todo
protocolo de natagdo instituido foi realizado em um tanque de amianto com capacidade para
250 litros de agua, mantidos a temperatura de 35 £+ 2°C controlada por um termostato

(BAKER ; HORVATH, 1964) e obedeceu aos seguintes periodos:

- Periodo de Adaptacdo (VOLTARELLI ef al., 2002; NAKAO et al., 2000; UENO et
al., 1997): periodo para reduzir o estresse do nado sem promover adaptacdes do treinamento.
Durante este periodo, todos os animais realizaram natacdo sem carga durante 30 minutos
diarios por cinco dias consecutivos. Além disto, ndo aconteceu a suplementag¢do com Cr.

- Periodo do Teste de Carga Méaxima (OSORIO et al., 2003a; OSORIO et al., 2003b):
Ap6s o periodo de adaptacdo, todos os animais foram submetidos individualmente ao teste de
carga maxima (TCM). O TCM ¢ caracterizado pela introdugao de células de carga (placas de
cobre) correspondendo a 0%, 1%, 2%, 3%, etc., da massa corporal total do rato, colocadas a
cada 3 minutos, em uma tira eldstica posicionada junto ao térax do animal até sua exaustao.
Neste estudo, a massa corporal do animal foi usada para permitir o calculo individual dos
percentuais da carga de trabalho durante o TCM. A exaustdo foi determinada pela
incapacidade do animal manter-se sob a superficie da dgua por aproximadamente 8 a 10
segundos. Posteriormente, todas as placas de cobre encontradas na tira elastica do animal
foram pesadas em uma balanga digital de alta precisio (Bel®) para obter o valor da carga
maxima tolerada. Além do primeiro TCM, realizado apds a adaptagdo e, portanto sem
nenhuma intervenc¢ao experimental, novos Testes de Carga Maxima foram realizados ao final

da primeira semana, no inicio e ao final da quarta e oitava semanas.
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- Periodo de Treinamento Fisico (FRANCO, 2004; SAMPAIO-BARROS et al., 2003;
VIRU, 1994): neste periodo foi utilizada a natacdo em grupo (6 animais) por promover um
exercicio mais vigoroso do que o nado individual. A carga de trabalho para o treinamento
fisico foi ajustada individualmente a 80% da carga maxima tolerada durante o TCM. Esta
carga foi obtida por um dispositivo constituido por esferas de chumbo contidas em uma fita
adesiva, colocado a uma tira elastica posicionada junto ao toérax do animal de modo
confortdvel. O treinamento fisico ocorreu nos grupos experimentais NAT e CRE+NAT

durante cinco dias consecutivos por semana,com sessoes diarias de 30 minutos.

3.4 Suplementacio da Creatina

- Marca comercial da Cr: Integral Médica®.

- Forma de apresentagdo: Cr micronizada (100%), padrdio HPLC (cromatografia
liquida de alta pressao).

- Administracdo: A suplementacdo de Cr foi realizada por gavagem através de uma
sonda oro-esofagica (1mm de didmetro; 3cm de comprimento) adaptada a uma seringa de 3
ml. Agua potavel foi utilizada como veiculo de infusio. A administragdo do suplemento
sempre ocorreu uma hora antes da realizagdo do protocolo de atividade fisica.

- Dose (AOKI et al. 2004, TARNOPOLSKY et al., 2003, IPSIROGLU et al. 2001,
OP'T EIJNDE et al., 2001; ¢ BRANNON et al. 1997): durante a primeira semana do
experimento, apds o periodo de adaptagdo ao nado, foi utilizada a dose de 5g de Cr/kg de
massa corporal do animal para todos os animais suplementados (CRE-1, CRE-4, CRE-8,
CRE+NAT-1, CRE+NAT-4 ¢ CRE+NAT-8) (Fase de Carregamento). Apds a primeira
semana de suplementacao foi utilizada a dose de 1g de Cr/kg de massa corporal do animal,

para os animais dos grupos CRE-4, CRE-8, CRE+NAT-4 ¢ CRE+NAT-8 (fase de
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manutengdo). Como o regime de dosagem para a suplementagdo de Cr utilizou a massa dos
animais como parametro, a dose exata do composto foi determinada no inicio da primeira,
quarta e oitava semanas do experimento através de uma balanca digital de alta precisao

(Bel®).

3.5 Glicose e Lactato

- Coleta: As amostras sanguineas (~25ul) foram coletadas através da extremidade
caudal de cada animal e em seguida colocadas em tiras-teste de glicose (Blood Glucose

Sensor Electrode - Medisense®) e lactato (BM-Lactate™).

- Andlise: Imediatamente apds a coleta as tiras-teste foram analisadas em
analisadores portateis MediSense - Q.LD. Precision® e Accusport Lactate® para
determinagdo das concentracdes de glicose e lactato, respectivamente. Este procedimento

foi realizado antes e imediatamente apds todos os TCM.

3.6 Sacrificio dos Animais

Ap6s o periodo de tratamento instituido para cada grupo experimental, os animais dos
respectivos grupos foram sacrificados. O sacrificio foi realizado apds dois dias da ultima
sessdo de treinamento, para atenuar os efeitos agudos do exercicio (NAKAO et al., 2000).

- Anestésico (ZARAGOZA et al., 2000; BARBOSA et al., 2003; CARDOSO, 2004;
THEOCHARIS et al., 2001): o etoxietano (dietil éter) promove anestesia por a¢do depressora
no Sistema Nervoso Central (SNC) e ndo provoca disfungdo e toxidade tecidual (hepatica e

renal). Foi utilizado um sistema de camara fechada para a inducdo anestésica por inalagdo.
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Todas as precaucdes recomendadas para o manuseio de produto inflaméavel foram seguidas
durante este procedimento. O nivel de anestesia foi monitorado através de indicadores
fisiolégicos como perda do reflexo corneano (2 a 5 minutos), freqiiéncia respiratoria,
respostas reflexas, relaxamento da mandibula e musculatura abdominal.

- Sacrificio (MORALES-GONZALES et al., 1999; THEOCHARIS et al., 2001): os
animais foram sacrificados logo apds a coleta sanguinea e tecidual através da administragao

de Cloreto de Potassio (KCI) 20% intracardiaco, ainda sob o efeito anestésico.

3.7 Coleta Sanguinea e Tecidual

Apos a indugdo anestésica os animais foram imediatamente colocados em posicao
supina sobre uma prancha para realizacdo do procedimento de coleta sanguinea e tecidual.
Com uma tesoura de ponta romba foi realizada uma incisdo curta na linha longitudinal
mediana do abdome para a borda inferior do esterno. Em seguida, a parede ventral abdominal
foi seccionada e fixada na prancha para exposi¢ao da cavidade abdominal e realizagao do
procedimento de coleta de sangue, do figado ¢ do rim direito. Como mencionado
anteriormente, durante todo este procedimento o animal ainda estava sob efeito anestésico.

- Coleta sanguinea (TEIXEIRA, 2003): As amostras sanguineas (5ml) foram coletadas
da veia cava inferior dos animais com seringas de 5Sml, utilizando agulhas de calibre 25x7mm,
apo6s afastamento prévio das visceras anteriores. O sangue coletado foi colocado em tubos de
ensaio sem a presenca de anticoagulantes e centrifugado a 3.000 r.p.m. por 15 minutos a 4°C
em centrifuga (Excelsa® II — Mod. 206BL). Em seguida, separadas as amostras de soro do
sangue de cada animal, estas foram conduzidas para as determinagdes bioquimicas

especificas.
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- Coleta Tecidual (JUNQUEIRA ; CARNEIRO, 2004): todos os 6rgaos removidos
(figado e rim direito) foram imediatamente limpos em salina 0,9% para melhor afericao de
suas massas ¢ depositados em solucdo de formol a 10% para evitar a autdlise tecidual. Para
facilitar o processo de fixacao ao formol, os 6érgaos foram seccionados em fragmentos de 3 a 5

milimetros.

3.8 Avaliaciao Histomorfolégica Renal e Hepatica

Apos as etapas de retirada dos fragmentos teciduais e fixagdo em formol 10%, como
descrito anteriormente, os fragmentos foram desidratados e clarificados gradativamente em
banhos de alcool (Synth™). Logo em seguida, as amostras foram tratadas com xilol (Synth®™)
para que se tornassem translicidas e passiveis de serem vistas em microscopio Optico, €
posteriormente emblocadas em parafina (Paraplast™) para os cortes microscopicos. Os blocos
de parafina contendo os tecidos foram cortados utilizando micrétomo (LUPE 820 Spencer
Microtome™), em secgdes transversais de 5 micrometros. A coloragio utilizada para as
analises em microscopia 6Optica foi através dos corantes hidrossoluveis Hematoxilina-Eosina
(Doles®). As imagens analisadas foram fotografadas através de um sistema de microfotografia

(Nikon Eclipse® - E200).

3.9 Avaliacdes Bioquimicas

As avaliagdes bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Andlises Clinicas

OuroClin (Ouro Fino/MG) e determinadas através de kits comerciais (Laborlab™), por meio

de um Espectrofotometro (Hitachi® - Modelo U-2001). Todos os procedimentos adotados
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para analise bioquimica das diferentes enzimas obedeceram as recomendagdes preconizadas
pelos seus respectivos catalogos (Laborlab®) (Anexo B).

- Testes bioquimicos: foram realizados os testes para determinar as concentracdes
plasmaticas da Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST), Gama
Glutamiltransferase (GGT), Fosfatase Alcalina, Lactato Desidrogenase (LDH), Bilirrubinas

Totais, Albumina, Uréia, Creatinina ¢ Creatina Quinase (CQ).

3.10 Analise Estatistica

Os dados das amostras foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido
pelo teste de comparacao multipla (Tukey-Kramer), quando necessario. Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média (Média + E.P.M.), sendo os valores de p < 0,05

(5%) considerados significantes.
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4. RESULTADOS

4.1 Ingestio alimentar (Racio e Agua)

A figura 14 representa a média da ingestdo diaria de rag@o (g) durante os periodos

experimentais. Nao foram encontradas diferencas significativas durante a ingestdo diaria de

racdo para os diferentes grupos experimentais ao final da primeira, quarta e oitava semanas (p

> 0,05).
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Figura 14. Ingestdo diaria de racdo. Resultados expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:
Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natag@o. (n = 6) por grupo experimental

durante os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas) (p > 0,05).
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A figura 15 representa a média da ingestdo diaria de dgua (ml) durante os periodos
experimentais. Nao foram encontradas diferencas significativas durante a ingestao didria de

agua para os diferentes grupos experimentais ao final da primeira, quarta e oitava semanas (p

> 0,05).
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Figura 15. Ingestdo didria de agua. Resultados expressos como média = E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:
Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental

durante os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas) (p >0,05).
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4.2 Eficiéncia Alimentar

A figura 16 representa a média da Eficiéncia Alimentar (%) ao final dos periodos
experimentais. Apds a primeira semana observamos um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) da Eficiéncia Alimentar quando comparamos os grupos CRE-1 (0,35
+ 0,03) e CRE + NAT-1 (0,31 £+ 0,03) versus o grupo CON-1 (0,18 £ 0,02) e NAT-1 (0,15 +
0,03). Nao foram encontradas diferencas significativas de Eficiéncia Alimentar entre os

grupos experimentais ao final da quarta e oitava semanas (p > 0,05).

C—ICON
NAT

1 CRE
B CRE+NAT

Eficiéncia Alimentar (%)

4 8

Periodos Experimentais

Figura 16. Eficiéncia Alimentar. Resultados obtidos pela divisao do ganho de peso do animal pela quantidade de
alimento ingerido no mesmo periodo, e expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos
Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagao. (n = 6) por grupo experimental durante
os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p <0,05 versus CON-1; # p < 0,05 versus NAT-1 (ANOVA, seguido

do teste de Tukey-Kramer de comparagao multipla).



37

4.3 Massa Corporal Total

Na figura 17 esta representada a média da massa corporal total (g) dos animais ao final
dos periodos experimentais. Apds a primeira semana observamos um aumento
estatisticamente significativo (p < 0,05) de massa corporal quando comparamos 0s grupos
CRE-1 (294 = 10) e CRE + NAT-1 (292 £ 13) versus os grupos CON-1 (273 + 11) e NAT-1
(270 = 12). Semelhante aumento foi obtido ap6s a quarta semana ao compararmos 0s grupos
CRE-4 (361 + 13) e CRE + NAT-4 (352 + 10) versus os grupos CON-4 (327 + 12) e NAT-4
(330 £ 13). Novamente, ao final da oitava semana, observamos que a média da massa
corporal dos animais nos grupos suplementados (CRE- 8: 455 + 13 ¢ CRE + NAT-8: 440 +

12) foi estatisticamente superior (p < 0,05) em relagdo os grupos nao suplementados (CON-8:

410+ 12 e NAT-8: 402+ 11).
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Figura 17. Massa Corporal Total. Resultados expressos como média = E.P.M. CON: Grupo Controle; NAT:
Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental

durante os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; # p < 0,05 versus NAT (ANOVA,

seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).
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4.4 Teste de Carga Maxima

A figura 18 representa a média de carga tolerada (g) durante o Teste de Carga Maxima
ao final dos periodos experimentais. Apds a primeira semana observamos um aumento
estatisticamente significativo (p < 0,05) de tolerdncia quando comparamos os grupos CRE +
NAT-1 (16,8 + 2,0), versus os grupos CON-1 (10,9 + 2,3), NAT-1 (10,8 £ 12) e CRE-1 (11,7
+ 2,1). Semelhante aumento foi obtido apds a quarta semana ao compararmos os grupos CRE
+ NAT-4 (22,3 £+ 2,3), versus os grupos CON-4 (13,4 + 2,4), NAT-4 (13,2 + 2,5) e CRE-4
(14,4 £ 1,9). Novamente, ao final da oitava semana, observamos que a tolerdncia dos animais
do grupo suplementado e exercitado (CRE + NAT-8: 35,2 + 2.4) foi estatisticamente superior
(p < 0,05) em relacdo aos demais grupos (CON-8: 16,8 = 1,9; NAT-8: 24,1 + 2,1 e CRE-8:
18,2 + 1,9). Também foi observado apos a oitava semana que os animais do grupo NAT-8
(24,1 £ 2,1) apresentaram valores superiores (p < 0,05) de tolerdncia em relagdo os grupos

CON-8 (16,8 + 1,9) e CRE-8 (18,2 + 1,9).
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Figura 18. Teste de Carga Maxima. Resultados expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:
Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental
durante os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; * p < 0,05 versus NAT, ® p < 0,05
versus CRE (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).
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A tabela 1 apresenta os valores médios das concentracdes sanguineas de glicose

(mg/dl), pré e pos o teste de carga maxima, ao final dos periodos experimentais. No periodo

pré-teste ndo observamos diferengas significativas (p > 0,05) entre os grupos ao final da

primeira, quarta e oitava semanas. No periodo pos-teste, ao final de todos os periodos

experiementais observamos uma reducdo estatisticamente significativa (p < 0,05) de glicose

quando comparamos os grupos CRE + NAT versus os grupos CON ¢ NAT.

Tabela 1: Valores médios das concentracdes sanguineas de Glicose Pré e Pos Teste de

Carga Maxima. Resultados expressos como média £ E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:

Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagao.

Grupos Experimentais

Periodos Experimentais CON NAT CRE CRE+NAT
Primeira semana
Pré-Teste (mg/dl) 112+£13 109+ 10 110+ 15 115+12
Pos-Teste (mg/dl) 95 + 4 91 +2 83 +4 67 15"
Quarta semana
Pré-Teste (mg/dl) 95+ 16 11114 99+ 10 105 £ 13
Pos-Teste (mg/dl) 92 + 13 97 £ 09 82+ 15 70+18 " *
Oitava semana
Pré-Teste (mg/dl) 117+ 14 98 + 13 95+ 15 99 + 17
Pos-Teste (mg/dl) 93 + 16 91 +11 88 + 12 69+15"*

(n = 6), durante os diferentes periodos (1, 4 ¢ 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; * p < 0,05 versus NAT

(ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).
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4.6 Lactato

A tabela 2 apresenta os valores médios das concentragdes sanguineas de lactato
(mmol/1), pré e pos o teste de carga maxima, apos os periodos experimentais. No periodo pré-
teste ndo observamos diferengas significativas (p > 0,05) entre os grupos ao final da primeira,
quarta e oitava semanas. No periodo pos-teste, ao final de todos os periodos experiementais
observamos um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) de lactato quando
comparamos os grupos CRE + NAT, versus os grupos CON, NAT ¢ CRE. Semelhante
aumento foi observado quando comparado o grupo NAT-8 versus os grupos CON-8 ¢ CRE-

8.

Tabela 2: Valores médios das concentracdes sanguineas de Lactato Pré e Pos Teste de
Carga Maxima. Resultados expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:

Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagao.

Grupos Experimentais
Periodos Experimentais CON NAT CRE CRE + NAT

Primeira Semana

Pré-Teste (mmol/l) 48+0,9 3,6 £0,7 3,4+0,9 3,6t1,0

Pos-Teste (mmol/1) 9,0+0,8  10,2+0,6 9,8+0,8 54+0,7 "
Quarta Semana

Pré-Teste (mmol/l) 35+0,7 40+1,0 2,6 0,8 4,4+0,9

Pos-Teste (mmol/1) 11,5+08  8,9+0,9 9,1+0,5 6,4+0,7 "
Oitava Semana

Pré-Teste (mmol/l) 4,1 +£0,8 45+0,7 3,8+0,9 4,6 0,6

Pos-Teste (mmol/l) 12,1£0,9 80+0,6 ¢ 10,5+0,7 57+1,0"°

(n = 6) por grupo experimental durante os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; fp<

0,05 versus NAT; ®p < 0,05 versus CRE (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagio miltipla).
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4.7 Testes Bioquimicos

4.7.1 ALT

A figura 19 representa a média da ALT plasmatica (U/L) encontrada ao final dos
periodos experimentais. Apds a primeira e quarta semanas ndo observamos diferengas
significativas (p > 0,05) entre os grupos. Ao final da oitava semana observamos um aumento
significativo de ALT (p < 0,05) quando comparamos o grupo CRE-8 (41 £ 7) versus os

grupos CON-8 (23 + 7), NAT-8 (21 + 8) e CRE + NAT-8 (27 + 6).
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Figura 19. ALT. Resultados expressos como média = E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos Natagao;
CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental durante os
diferentes periodos (1, 4 ¢ 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; # p < 0,05 versus NAT, ® p < 0,05 versus
CRE+NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparag@o multipla).
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4.7.2 AST

A figura 20 representa a média de AST plasmatica (U/L) encontrada ao final dos
periodos experimentais. Apos a primeira semana observamos um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) da AST quando comparamos os grupos NAT-1 (75 £ 1) ¢ CRE +
NAT-1 (77 + 2) versus os grupos CON-1 (61 = 5) e CRE-1 (62 + 3). Ao final da oitava
semana observamos que os animais do grupo CRE-8 (89 + 6) apresentaram valor médio de
AST superior (p <0,05) em relagdo os demais grupos (CON-8: 62 = 5; NAT-8: 71 £ 5; ¢ CRE
+ NAT-8: 67 + 7). Nao foram encontradas diferencas significativas de AST entre os grupos

experimentais ao final da quarta semana (p > 0,05).
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Figura 20. AST. Resultados expressos como média = E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos Natagdo;
CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental durante os
diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; #p < 0,05 versus CRE, q’p < 0,05 versus NAT; J
p <0,05 versus CRE + NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparacao multipla).
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4.7.3 GGT

A figura 21 representa a média da GGT plasmatica (U/L) encontrada ao final dos
periodos experimentais. Apds a primeira e quarta semanas ndo observamos diferengas
significativas (p > 0,05) entre os grupos. Ao final da oitava semana observamos um aumento
significativo da GGT (p < 0,05) quando comparamos o grupo CRE-8 (8,0 = 0,9) versus os

grupos CON-8 (3,9 + 1,0), NAT-8 (4,1 + 1,0) e CRE + NAT-8 (3,9 + 0,7).
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Figura 21. GGT. Resultados expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos Natagao;
CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental durante os
diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; # p < 0,05 versus NAT, ® p < 0,05 versus
CRE+NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).
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4.7.4 Fosfatase Alcalina

A figura 22 representa a média da Fosfatase Alcalina plasmatica (U/L) encontrada ao
final dos periodos experimentais. Apds a primeira e quarta semanas ndo observamos
diferencas significativas (p > 0,05) entre os grupos. Ao final da oitava semana observamos um
aumento significativo de Fosfatase Alcalina (p < 0,05) quando comparamos o grupo CRE-8

(125 = 10) versus os grupos CON-8 (67 = 9), NAT-8 (69 + 12) e CRE + NAT-8 (72 £ 15).
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Figura 22. Fosfatase Alcalina. Resultados expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:
Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental
durante os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; * p < 0,05 versus NAT, ® p < 0,05
versus CRE+NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparacao multipla).
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4.7.5 LDH

A figura 23 representa a média da LDH plasmatica (U/L) encontrada ao final dos
periodos experimentais. Apos a primeira semana observamos um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) da LDH quando comparamos os grupos NAT-1 (161 + 15) e CRE +
NAT-1 (153 £ 17) versus os grupos CON-1 (92 £+ 13) e CRE-1 (108 £ 12). Ao final da quarta
semana observamos que os animais do grupo NAT-4 (155 + 19) apresentaram valor médio de
LDH superior (p <0,05) em relacdo os demais grupos (CON-4: 103 + 20; CRE-4: 105 £ 18; e
CRE + NAT-4: 120 + 15). Nao foram encontradas diferencas significativas de LDH entre os

grupos experimentais ao final da oitava semana (p > 0,05).
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Figura 23. LDH. Resultados expressos como média £ E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos Natagao;
CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental durante os
diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; #p < 0,05 versus CRE, CI)p < 0,05 versus CRE +
NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagao multipla).
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4.7.6 Bilirrubinas Totais

A figura 24 representa a média de Bilirrubinais Totais plasmaticas (mg/dl) encontrada
ao final dos periodos experimentais. Nao foram encontradas diferencas significativas de

ingestao de rag¢do entre os grupos experimentais ao final da primeira, quarta e oitava semanas

(p>0,05).
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Figura 24. Bilirrubinas Totais. Resultados expressos como média = E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT:
Grupos Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental

em cada periodo experimental (1, 4 e 8 semanas).
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4.7.7 Albumina

A figura 25 representa a média de Albumina plasmaticas (g/dl) encontrada ao final dos
periodos experimentais. Nao foram encontradas diferengas significativas de ingestdo de racao

entre os grupos experimentais ao final da primeira, quarta e oitava semanas (p > 0,05).
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Figura 25. Albumina. Resultados expressos como média £ E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos
Natacdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natacdo. (n = 6) por grupo experimental em

cada periodo experimental (1, 4 ¢ 8 semanas).
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4.7.8 Uréia

A figura 26 representa a média de Uréia plasmatica (mg/dl) encontrada ao final dos
periodos experimentais. ApoOs a primeira semana ndo observamos diferencas significativas (p
> 0,05) entre os grupos. Ao final da quarta semana observamos um aumento significativo de
Uréia (p < 0,05) quando comparamos o grupo CRE-4 (37 + 3) versus os grupos CON-4 (20 +
2), NAT-4 (18 £ 2) e CRE + NAT-4 (22 + 3). Semelhante aumento foi obtido ao final da
oitava semana quando comparamos o grupo CRE-8 (36 + 3) versus os grupos CON-8 (19 +

1), NAT-8 (20 + 2) e CRE + NAT-8 (23 + 2).
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Figura 26. Uréia. Resultados expressos como média £ E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos Natacdo;
CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natacdo. (n = 6) por grupo experimental durante os
diferentes periodos (1, 4 ¢ 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; * p < 0,05 versus NAT, ® p < 0,05 versus
CRE+NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).
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4.7.9 Creatinina

A figura 27 representa a média de Creatinina plasmatica (mg/dl) encontrada ao final
dos periodos experimentais. Apds a primeira semana ndo observamos diferencas significativas
(p > 0,05) entre os grupos. Ao final da quarta semana observamos um aumento significativo
de Creatinina (p < 0,05) quando comparamos o grupo CRE-4 (1,1 + 0,2) versus os grupos
CON-4 (0,4 £0,2), NAT-4 (0,5 £ 0,2) ¢ CRE + NAT-4 (0,6 + 0,1). Semelhante aumento foi
obtido ao final da oitava semana quando comparamos o grupo CRE-8 (1,2 £ 0,2) versus os

grupos CON-8 (0,4 +£0,1), NAT-8 (0,6 + 0,1) e CRE + NAT-8 (0,6 £0,2).
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Figura 27. Creatinina. Resultados expressos como média + E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos
Natagdo; CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natag@o. (n = 6) por grupo experimental durante
os diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; * p < 0,05 versus NAT, ® p < 0,05 versus

CRE+NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).



4.7.10 CQ
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A figura 28 representa a média de CQ plasmatica (U/L) encontrada ao final dos

periodos experimentais. Apos a primeira semana observamos um aumento estatisticamente

significativo (p < 0,05) de CQ quando comparamos os grupos NAT-1 (130 + 13) e CRE +

NAT-1 (122 + 15) versus os grupos CON-1 (79 + 12) e CRE-1 (68 + 08). Ao final da quarta

semana observamos que os animais do grupo NAT-4 (120 £ 12) apresentaram valor médio de

CQ superior (p <0,05) em relacdo os demais grupos (CON-4: 81 + 10; CRE-4: 75 + 14; ¢

CRE + NAT-4: 91 + 10). Nao foram encontradas diferen¢as significativas de CQ entre os

grupos experimentais ao final da oitava semana (p > 0,05).
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Figura 28. CQ. Resultados expressos como média = E.P.M. CON: Grupos Controle; NAT: Grupos Natacdo;

CRE: Grupos Creatina; CRE + NAT: Grupos Creatina Natagdo. (n = 6) por grupo experimental durante os

diferentes periodos (1, 4 e 8 semanas). * p < 0,05 versus CON; #p < 0,05 versus CRE, CI)p < 0,05 versus CRE +

NAT (ANOVA, seguido do teste de Tukey-Kramer de comparagdo multipla).
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4.8 Histomorfologia Renal

Como os grupos CON e NAT nido foram submetidos a protocolos experimentais que
pudessem influenciar a morfologia do tecido renal, os animais destes grupos ndo apresentaram

alteracdes histomorfologicas compativeis com perda de integridade tecidual (figuras 29, 30,

31 e32).

Figura 29. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CON. Delimitagdo da zona cortical € medular
renal. Observar presenga de Corpusculos Renais (CR) em zona cortical ¢ Tubulos (T) em zona medular.
Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloracdo condizentes com o padrdo de normalidade (H & E —

100x).
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Figura 30. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CON. Corpuisculos Renais com contorno
delgado e definido da Capsula de Bowman (setas continuas). Capilares glomerulares (setas tracejadas) ndo
congestos € com espago intra-capsular preservado. Tubulos renais exibindo regularidade morfoldgica celular
(epitélio cuboide) e limen distinto. Observar Tubulo Contorcido Proximal (estrelas) com suas células grandes e
apresentando orla em escova, formada por numerosos microvilos paralelos. Comparar com o Tubulo Contorcido

Distal (cabegas de setas) (H & E — 400x).
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Figura 31. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo NAT. Delimita¢do da zona cortical e medular

renal. Observar presenca de Corpusculos Renais (CR) em zona cortical e Ttbulos (T) em zona medular.

Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloragdo condizentes com o padrdo de normalidade (H & E —

100x).
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Figura 32 — Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo NAT. Corptisculos Renais com contorno
delgado e definido da Capsula de Bowman (setas continuas). Capilares glomerulares (seta tracejada) ndo
congestos e com espago intra-capsular preservado. Tubulos renais exibindo regularidade morfologica celular
(epitélio cubdide) e limen distinto. Observar Tubulo Contorcido Proximal (estrela) com suas células grandes e
apresentando orla em escova, formada por numerosos microvilos paralelos. Comparar com o Tubulo Contorcido

Distal (cabega de seta) (H & E — 400x).
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Nas figuras 33 e 34 observamos as fotomicrografias do tecido renal do grupo CRE-1.

A suplementagao de Cr ndo alterou a integridade do tecido renal nos animais destes grupos.

Figura 33. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE-1. Delimitacdo da zona cortical e
medular renal. Observar presenga de Corptsculos Renais (CR) em zona cortical e Ttbulos (T) em zona medular.
Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloragdo condizentes com o padrdo de normalidade (H & E -

100x).
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Figura 34. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE-1. Corpusculos Renais com contorno

delgado e definido da Cépsula de Bowman (setas continuas). Capilares glomerulares (setas tracejadas) ndo
congestos € com espaco intra-capsular preservado. Tubulos renais exibindo regularidade morfoldgica celular
(epitélio cubdide) e limen distinto. Observar Tabulo Contorcido Proximal (estrelas) com suas células grandes e
apresentando orla em escova, formada por numerosos microvilos paralelos. Comparar com o Tubulo Contorcido

Distal (cabegas de setas) (H & E — 400x).
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Nas figuras 35 e 36 observamos as fotomicrografias do tecido renal do grupo

CRE+NAT-1. A suplementacdo de Cr nao alterou a integridade do tecido renal nos animais

destes grupos.

Figura 35. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE+NAT-1. Delimitagdo da zona cortical e
medular renal. Observar presenga de Corptisculos Renais (CR) em zona cortical e Ttbulos (T) em zona medular.
Parénquima renal com morfologia e aspecto de colorag@o condizentes com o padrdo de normalidade (H & E -

100x).
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Figura 36. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE+NAT-1. Corptisculos Renais com

contorno delgado e definido da Capsula de Bowman (setas continuas). Capilares glomerulares (seta tracejadas)
nao congestos € com espago intra-capsular preservado. Tubulos renais exibindo regularidade morfologica celular
(epitélio cuboide) e limen distinto. Observar Tubulo Contorcido Proximal (estrelas) com suas células grandes e
apresentando orla em escova, formada por numerosos microvilos paralelos. Comparar com o Tubulo Contorcido

Distal (cabegas de setas) (H & E — 400x).
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Nas figuras 37 e 38 observamos as fotomicrografias do tecido renal do grupo CRE-4.
Apoés quatro semanas de estudo, os animais sedentarios que recebiam suplementacido de Cr
apresentaram alteragdes histomorfolégicas renais compativeis com perda da integridade

morfoldgica deste tecido.

Figura 37. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE-4. Delimitagdo da zona cortical e

medular renal. Observar presenca de Corptisculos Renais (CR) indefinidos em zona cortical e Tubulos (T) em
zona medular. Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloragdo ndo condizentes com o padrio de

normalidade (H & E — 100x).
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Figura 38. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE-4. Corpusculos Renais com contorno de
dificil delimitagdo e irregular da Capsula de Bowman (setas continuas). Capilares glomerulares (setas tracejadas)
congestos e espago intra-capsular ndo preservado. Tubulos Renais (cabegas de setas) exibindo regularidade

morfologica celular (epitélio cubodide), mas espago tubular indefinido (H & E — 400x).
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Nas figuras 39 e 40 observamos as fotomicrografias do tecido renal do grupo

CRE+NAT-4. Os animais do grupo CRE-NAT-4, embora suplementados com Cr nao

apresentaram qualquer evidéncia de histomorfologia renal alterada.

Figura 39. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE+NAT-4. Delimita¢do da zona cortical e
medular renal. Observar presenga de Corptisculos Renais (CR) em zona cortical e Tubulos (T) em zona medular.
Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloragdo condizentes com o padrdo de normalidade (H & E —

100x).
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Figura 40. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE+NAT-4. Corpusculos Renais com
contorno delgado e definido da Capsula de Bowman (setas continuas). Capilares glomerulares (setas tracejadas)
ndo congestos € com espago intra-capsular preservado. Tbulos renais exibindo regularidade morfologica celular
(epitélio cuboide) e limen distinto. Observar Tubulo Contorcido Proximal (estrelas) com suas células grandes e
apresentando orla em escova, formada por numerosos microvilos paralelos. Comparar com o Tubulo Contorcido

Distal (cabegas de setas) (H & E — 400x).
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Nas figuras 41 e 42 temos as fotomicrografias do tecido renal dos grupos CRE-8.
Apoés oito semanas de estudo, os animais sedentdrios que recebiam suplementacdo de Cr
apresentaram alteragdes histomorfoldgicas renais compativeis com perda da integridade

morfoldgica deste tecido.

Figura 41. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE-8. Delimitagcdo da zona cortical e

medular renal. Observar presenga de Corpusculos Renais (CR) indefinidos em zona cortical e Ttubulos (T) em
zona medular. Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloragdo ndo condizentes com o padrio de

normalidade (H & E — 100x).
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Figura 42. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE-8. Corpusculos Renais com contorno de
dificil delimitagdo e irregular da Capsula de Bowman (seta continua). Capilares glomerulares (seta tracejada)
congestos e espago intra-capsular ndo preservado. Tubulos Renais (cabecas de setas) exibindo regularidade
morfologica celular (epitélio cubodide), mas espago tubular indefinido e com presenca de células sanguineas (H &

E — 400x).
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Nas figuras 43 e 44 temos as fotomicrografias do tecido renal do grupo CRE+NAT-8.
Os animais do grupo CRE+NAT-8, embora suplementados com Cr ndo apresentaram

qualquer evidéncia de histomorfologia renal alterada.

Figura 43. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE+NAT-8. Delimitacdo da zona cortical e

medular renal. Observar presenga de Corptsculos Renais (CR) em zona cortical e Ttbulos (T) em zona medular.
Parénquima renal com morfologia e aspecto de coloracdo condizentes com o padrdo de normalidade (H & E —

100x).
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Figura 44. Fotomicrografia de tecido renal de rato Wistar do grupo CRE+NAT-8. Corptisculos Renais com

contorno delgado e definido da Capsula de Bowman (seta continua). Capilares glomerulares (seta tracejada) ndo
congestos e com espago intra-capsular preservado. Tubulos renais exibindo regularidade morfologica celular
(epitélio cubodide) e limen distinto. Observar Ttbulo Contorcido Proximal (estrelas) com suas células grandes e
apresentando orla em escova, formada por numerosos microvilos paralelos. Comparar com o Tubulo Contorcido

Distal (cabegas de setas) (H & E — 400x).
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4.9 Histomorfologia Hepatica

Com excegao do grupo CRE-8 (figura 45), no qual observamos possiveis indicios de

injaria tecidual, todos os outros grupos, independentemente do periodo experimental

analisado, ndo apresentaram alteracdes histomorfologicas hepaticas (figuras 46, 47, 48 ¢ 49).

Figura 45. Fotomicrografia de tecido hepatico de rato Wistar do grupo CRE-8. Hepatocitos (setas continuas)
distribuidos em placas interconectadas radialmente a partir da veia centrolobular (estrela) congesta e com alguns
polimorfonucleares em posigcdo periférica (delimitagdes circulares). Hepatocitos separados por capilares
sinusoides (setas tracejadas) com freqiientes células de Kupffer (cabecas de setas) e com limen expandido pelo

incremento de eritrocitos (H & E — 400x).
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Figura 46. Fotomicrografia de tecido hepatico de um rato Wistar do grupo CON. Hepatocitos (setas continuas)

distribuidos em placas interconectadas radialmente a partir da veia centrolobular (estrela) e separados por
delgados capilares sinusoides (setas tracejadas). Os hepatocitos se apresentam morfologicamente regulares e
contendo um nucleo esferdide grande de posi¢do central com um distinto nucléolo (H & E - Grande Aumento —

400x).
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Figura 47. Fotomicrografia de tecido hepatico de um rato Wistar do grupo NAT. Hepatocitos (setas continuas)
distribuidos em placas interconectadas radialmente a partir da veia centrolobular (estrela) e separados por
delgados capilares sinusoides (setas tracejadas). Os hepatocitos se apresentam morfologicamente regulares e

contendo um nucleo esferdide grande de posic¢do central com um distinto nucléolo (H & E — 400x).
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Figura 48. Fotomicrografia de tecido hepatico de rato Wistar do grupo CRE-4. Hepatdcitos (setas continua)

distribuidos em placas interconectadas radialmente a partir da veia centrolobular (estrela) e separados por
delgados capilares sinusdides (setas tracejadas). Os hepatocitos se apresentam morfologicamente regulares e

contendo um nucleo esferdide grande de posicdo central com um distinto nucléolo (H & E — 400x).
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Figura 49. Fotomicrografia de tecido hepatico de um rato Wistar do grupo CRE+NAT. Hepatdcitos (setas

continuas) distribuidos em placas interconectadas radialmente a partir da veia centrolobular (estrela) e separados
por delgados capilares sinusoides (seta tracejada). Os hepatocitos se apresentam morfologicamente regulares e

contendo um nucleo esferdide grande de posicdo central com um distinto nucléolo (H & E — 400x).
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5. DISCUSSAO

Segundo Bemben e Lamont (2005), os estudos em humanos envolvendo a
suplementagdo de Cr s3o usualmente divididos em duas fases: (1) fase inicial com a
suplementagdo de doses elevadas de Cr (20 a 30g dia) durante 5 a 7 dias (Fase de
Carregamento), substituida logo em seguida, (2) pela fase de manutencdo, com doses de Cr
reduzidas a 1/5 da dose inicial (4 a 6g dia), durante varias semanas. No entanto, como
utilizamos ratos neste estudo, e, a taxa do metabolismo basal, conversdo e assimilagdo de
compostos organicos ¢ bem mais intensa nestes animais (IPSIROGLU et al., 2001), houve a
necessidade de extrapolacao das doses de Cr para a real atividade e necessidade metabolica da
populacdo estudada. A escolha do regime adotado para a dosagem da suplementagdo de Cr
neste estudo foi feita a partir dos trabalhos realizados em ratos de Aoki et al. (2004),
Tarnopolky et al., (2003), Ipsiroglu et al. (2001), Op'T Eijnde et al., (2001) ¢ Brannon et al.
(1997). Estes autores observaram que as doses de 5g e 1g de Cr por cada quilograma de massa
corporal do animal promoveram efeitos ergogénicos associados a incrementos
intramusculares de Cr, equivalentes aos encontrados em humanos nas fases de carregamento e
de manuteng¢do, respectivamente.

Adotamos a natagdo como forma de submeter os animais a atividade fisica, ja que
Peyrebrune et al. (2005) e Theodorou et al. (2005), observaram que um percentual muito alto
de atletas que praticam natacdo utilizam a Cr como recurso ergogénico. Além disto, este
modelo de atividade fisica em ratos ¢ amplamente descrito na literatura (MORIFUJI et al.,
2005; MARTINS-PINGE et al., 2005), e apresenta poucas discussoes relacionadas a
suplementagdo de Cr (THEODOROU et al., 2005; ANOMASIRI et al., 2004). Poucos
estudos discutem os efeitos da suplementagdo de Cr sobre a resisténcia metabolica aerdbica e,

neste estudo, o interesse foi avaliar justamente este aspecto. Assim, a carga de trabalho para o
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treinamento fisico foi ajustada individualmente a 80% da carga maxima suportada durante o
TCM. Segundo Franco (2004), Sampaio-Barros et al. (2003) e Viru (1994) nesta faixa de
treinamento, os animais realizariam uma atividade fisica com predominio metabolico

aerdbico.

Como ja mencionado, os animais foram mantidos individualmente em caixas de
polietileno. Esta conduta foi adotada por permitir um controle mais adequado e preciso da
ingestdo diaria de ragio e agua para cada animal (GUZMAN-SILVA et al., 2004;
PRUDENCIO et al., 1993). Nossos resultados mostraram que o consumo didrio de racdo e
agua nao foi alterado pela suplementacdo de Cr, ou seja, todos os animais consumiram ao
longo dos periodos experimentais valores semelhantes de racdo e dgua. No entanto, a massa
corporal dos animais suplementados (CRE e CRE+NAT) apresentou valores estatisticamente
superiores ao compararmos com o0s animais ndo suplementados (CON e NAT). Assim,
consideramos que o ganho de massa corporal observado nos animais suplementados foi
decorrente da propria suplementacdo, ja que a ingestdo de ragdo e agua foi semelhante entre
os grupos. O incremento da massa corporal poderia ser justificado pelo fato da Cr ser uma
substancia osmoticamente ativa e assim o aumento do contetudo intracelular desta substancia
poderia induzir o fluxo de dgua para dentro da célula, aumentar a agua intracelular e,
concomitantemente a massa corporal (POWERS et al., 2003; ZIEGENFUSS et al., 2002).
Além disso, a hidratacdo celular e a propria CP parecem estimular a sintese protéica ou
diminuir a degradacdo de proteinas, possivelmente aumentando a Massa Isenta de Gordura

MIG (VOLEK ; KRAEMER, 1996).

Ao analisarmos a Eficiéncia Alimentar, podemos perceber que a primeira semana de
suplementagdo (Fase de Carregamento) parece ser crucial para a assimilagdo da Cr e
responsavel pelo ganho de peso dos animais suplementados, ja que somente neste periodo foi

observada diferenga quanto esta analise. Este achado nos permite justificar a importancia de
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inicialmente suplementar a Cr com doses elevadas, como ja relatado por Peyrebrune et al.
(2005). Estes autores argumentam que para a Cr ser um ergogénico eficaz, o nivel plasmatico
da mesma deve ser aumentado para facilitar o transporte intramuscular, ¢ incrementar o
estoque de Cr até seu limite maximo de armazenamento. Isto s6 ¢ possivel com a
suplementagdo com doses elevadas do composto.

Embora o ganho de massa corporal tem sido citado em alguns estudos como um efeito
adverso resultante da suplementagdo de Cr (BEMBEN ; LAMONT, 2005), observamos
possiveis efeitos ergogénicos da suplementagdo de Cr. Nossos resultados mostraram que a
suplementagdo de Cr deve ser associada a atividade fisica para incrementar o rendimento
fisico. Esta condi¢do pode ser observada pelo fato dos animais que praticaram a natagao
(NAT-8) sem a suplementagdo apresentarem escores superiores de tolerancia de carga durante
0o TCM em relagdo aos animais suplementados e sedentarios (CRE-8); este resultado pdde ser
confirmado através dos animais dos grupos CRE+NAT que sempre toleraram mais carga que
os animais dos outros grupos. Efeitos ergogénicos em atividades de longa duracao associados
a suplementacdo de Cr sdo atribuidos fundamentalmente ao fato da Cr ser um aceptor
mitocondrial de ATP que incrementa a ressintese citosélica de CP (MUJIKA ; PADILLA,
1997). Através deste mecanismo de lancadeira a capacidade muscular de refosforilagao
imediata de ADP e tamponamento de ions hidrogénio ¢ incrementada, favorecendo a evolucao
do exercicio fisico (WALKER, 1979). Outros achados da literatura relevantes para a
utilizagdo da Cr em exercicios de longa duracdo sdo o aumento da atividade da CS, um
marcador da capacidade aerobica (BRANNON et al., 1997), e a atenuagdo do incremento
plasmatico de amonia e hipoxantina, ambos marcadores de perda de adenina pelo musculo
esquelético sem eficacia na geragdo de ATP durante o exercicio fisico prolongado

(MCCONELL et al., 2005; Mujika ; Padilla, 1997).
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Alguns autores indicaram que a suplementagdo de Cr pode interferir tanto com a
homeostasia glicémica (YOUNG ; YOUNG, 2002; ROONEY et al., 2002; OP'T EIINDE et
al., 2001; ) como com a produgdo de lactato (CEDDIA ; SWEENEY, 2004), parametros
importantes durante a atividade fisica prolongada, sendo porntanto avaliados. Observamos
que ap6s o TCM, a concentragdo sanguinea de glicose foi reduzida pronunciadamente nos
grupos CRE+NAT, indicando que os animais deste grupo utilizaram de uma forma mais
eficaz a glicose plasmatica. Sherman e Wimer (1991), observaram que a proporgao relativa de
carboidratos oxidados durante uma sessdo de exercicio ¢ criticamente afetada pelos
carboidratos da dieta e pelo conteudo inicial de glicogénio muscular. Além disto, Stanley e
Connet (1991) demonstraram que a glicose sanguinea pode fornecer de 20 a 50% do substrato

energético utilizado pelo musculo durante atividades fisicas prolongadas.

Alguns estudos tém demonstrado que a suplementagdo de Cr pode influenciar a
captagdo de glicose pelos musculos esqueléticos (CEDDIA ; SWEENEY, 2004, ROCIC et al.,
1995). Robinson et al. (1999) encontraram uma relagdo existente entre a concentragdo de
glicogénio muscular ¢ o proprio acumulo da Cr suplementada. Entretanto, o mecanismo
fisiologico que explica como a suplementacdo de Cr incrementa o contetdo de glicogénio
muscular, e interfere com a homeostase glicémica permanece desconhecido. Conforme
estudos in vitro usando ilhotas de Languerhans isoladas de ratos (ROONEY et al. 2002;
MARCO et al., 1976; ALSEVER, 1970) e células musculares incubadas (GEMPEL et al.,
1996) tém sugerido que a Cr aumenta a secre¢ao de insulina. Durante o exercicio fisico, altas
concentragdes de insulina sdo liberadas na corrente sanguinea promovendo uma maior
expressao do GLUT-4 e favorecendo a captacdo muscular de glicose (MACLEAN et al.,
2000). Foi hipotetizado que se a Cr estimula a liberagdo de insulina, possivelmente
influenciaria a expressdo do receptor GLUT-4 e facilitaria a captagdo intramuscular de glicose

plasmatica. Op’t Eijnde et al. (2001) identificaram um incremento de 40% na expressao de
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receptores GLUT-4 ap6s a suplementagao com Cr em musculos de individuos submetidos a
um programa de reabilitagao.

Com relagdo ao lactato, observamos novamente que apdés o TCM a concentracio
plasmatica de lactato era reduzida pronunciadamente nos grupos CRE+NAT, indicando que
os animais deste grupo toleravam fisicamente melhor o teste. Acredita-se que com o
incremento da concentragdo intramuscular de Cr gerada pela suplementagdo, o sistema de
obtencdo de energia ATP-CP torna-se mais duradouro, retardando a glicélise anaerdbica e
consequentemente a formagao de acido lactico (KREIDER, 2003; STROUD et al., 1994). Foi
observado que altas concentragdes intramusculares de Cr e CP, atenuaram a atividade da LDH
(PERSKY; BRAZEAU, 2001), reduzindo a formagdo de lactato. Além disto, com o
incremento do sistema de fosforilagdo oxidativa gerado pelo treinamento, a oxidacdo da
glicose ¢ obtida preferencialmente pelo sistema aerdbico, o qual ndo gera lactato (CEDDIA ;
SWEENEY, 2004). E importante ressaltar que é necesséario a associagdo da atividade fisica
com a suplementagao de Cr para a eficacia de todos os mecanismos supracitados (BEMBEN ;

LAMONT, 2005; KREIDER, 2003), o que justifica nossos achados.

Embora tenha sido demonstrado que a suplementacao de Cr incrementa o desempenho
fisico, inclusive em atividades fisicas de longa duracdo, a preocupacdo com o uso
indiscriminado e ndo orientado da suplementacdo de Cr quanto possiveis efeitos colaterais
ndo ¢ descartada. A maioria dos estudos indica que a suplementacdo de Cr em humanos
parece ser relativamente segura a curto prazo ¢ a longo prazo, desde que consumida nas doses
recomendadas (BIZZARINI ; DE ANGELIS, 2004; KREIDER et al., 2003; SCHILLING et
al, 2001; MIHIC et al., 2000; ROBINSON ef al. 2000; TERJUNG et al, 2000;
POORTMANS ; FRANCAUX, 1999). Entretanto, dois relatos de casos de nefrotoxicidade
(KOSHY et al.,, 1999; PRITCHARD ; KAIRA, 1998), um estudo em animais hipertensos

(EDMUNDS et al., 2000) e até mesmo a carcinogenese associada a suplementagdo de Cr
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(WYSS ; KADDURAH-DAOUK, 2000; YOSHIDA ; OKAMOTO, 1980), justifica a cautela

com a utilizagdo deste auxilio ergogénico.

Devido a inconsisténcia cientifica quanto aos efeitos adversos da Cr, observamos a
influéncia da suplementacao de Cr sobre tecidos metabolicamente relacionados (rim e figado)
através de dosagem bioquimica de enzimas constituientes destes tecidos e analise
histomorfologica. Apos a primeira semana de estudo observamos diferengas somente nas
concentragdes séricas das enzimas AST, LDH e CQ, as quais estavam significativamente
aumentadas nos grupos que praticavam a natacio (NAT-1 e CRE+NAT-1). E estabelecido
que o exercicio fisico de longa duragdo e intensidade pode gerar dano muscular
(HOWATSON et al., 2005; PEAKE et al., 2005), e elevagao plasmatica das enzimas AST,
LDH e CQ podem indicar lesdo muscular (UCHIYAMA et al., 2006; JAMURTAS et al.,
2005; VAN DER MEULEN et al., 1991). Como foi verificado que somente os grupos que
realizavam a nata¢do apresentaram elevagdo destas enzimas, consideramos a propria atividade
fisica responsavel pelo fenomeno. Contudo, apds a quarta semana experimental somente o
grupo NAT-4 continuou apresentando valores enzimaticos significativamente superiores de
LDH e CQ. O fato da concentracao enzimatica de AST nao diferir ap6s 4 semanas pode ser
justificado por sua localizagdo citoplasmatica ¢ mitocondrial (GAYOTTO ; ALVES, 2001).
Como a atividade fisica promoveu um dano agudo, que gera recuperagao gradual por ativagao
de células satélites (DARR ; SCHULTZ, 1987), somente o conteudo citoplasmatico desta
enzima deve ter sido extravasado para o plasma. Para Gayotto e Alves (2001) esta resposta de
AST ¢ caracteristica de dano agudo com evolucdo para o restabelecimento de integridade
tecidual. Dangot et al. (1999) observaram incremento da ativagdo de células satélites
musculares apds a suplementacdo de Cr e este achado poderia justificar o porque da nao
resposta similar nos animais do grupo CRE+NAT-4, ja que a ativacdo destas células contribui

com o processo de regeneragdo do tecido muscular esquelético (DARR ; SCHULTZ, 1987).
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Ao analisarmos a fun¢do renal através das concentragdes plasmaticas de uréia e
creatinina observamos que somente o grupo CRE-4 e CRE-8 apresentaram valores
estatisticamente superiores em relagdo os demais grupos, ao final da quarta e oitava semanas
respectivamente. Estes resultados associados aos achados histomorfologicos renais dos
animais dos grupos CRE-4 e CRE-8, que revelaram especialmente na zona cortical a
presenga de corpusculos renais indefinidos de dificil delimita¢do, capilares congestos e
espacos intra-capsular e tubular ndo preservados, indicam dano tecidual.

A literatura indica a disfun¢do renal em decorréncia da suplementagdo oral de Cr ¢
somente observada em populacdes que apresentaram com prévia alteracdo funcional deste
sistema (EDMUNDS et al., 2000; PRITCHARD ; KAIRA, 1998) e que parece ndo aumentar
o estresse renal em individuos saudaveis e fisicamente ativos (GROENEVELD et al., 2005;
PLINE ; SMITH, 2005; POORTMANS et al., 2005; TAES et al. 2003). Realmente, os
animais que realizaram o nado concomitantemente a suplementagdo de Cr (CRE+NAT)
tiveram valores plasmaticos das enzimas renais e achados histomorfoldgicos semelhantes aos
animais do grupo CON. Se analisarmos as vias metabdlicas de sintese enddgena de Cr,
podemos observar que a arginina, um dos aminodcidos precursores desta sintese, também
serve como precursor para producao de uréia. A suplementagdo poderia fornecer uma fonte
adicional de arginina e incrementar a produgdo de uréia (DESHMUKH et al., 1991). No
entanto, a propria suplementacdo de Cr pode suprimir significativamente a sintese de Cr
(WALKER, 1979), o que contrabalangaria e impediria qualquer elevagdo na produgdo de
uréia pela suplementacio (OOPIK et al., 1996). A elevagio da concentragio plasmatica de
creatinina observada nos grupos CRE-4 e CRE-8 poderia ser decorrente da propria
suplementagdo de Cr, como relatado por Poortmans et al. (1997) e gerar um falso-positivo de
nefrotoxicidade (YOSHIZUMI ; TSOUROUNIS, 2004). No entanto, estudo recente nao

indica elevagdo de creatinina apos a suplementacdo de Cr (POORTMANS et al, 2005).
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Greenhaff (1997), observou que a captagdo muscular de Cr ¢ saturada apds a Fase de
Carregamento, caso a necessidade intramuscular nao seja incrementada com a atividade fisica.
Com isso, a elevagdo de Cr extracelular induz a expressio de uma proteina que
funcionalmente inativa os transportadores de Cr (GUERRERO-ONTIVEROS ;
WALLIMANN, 1998). Como resultado, a maior parte da creatina absorvida é excretada
integralmente na urina (MAGANARIS ; MAUGHAN, 1998). Desta forma, acreditamos que
os animais sedentarios alcangcaram sua capacidade maxima de armazenamento intramuscular
de Cr, e esta, foi eliminada em doses elevadas pelos rins sem ser convertida em creatinina.
Estes aspectos supracitados justificaram o fato da elevagdo de uréia e creatinina acontecer
somente nos grupos suplementados e sedentarios, ndo sendo portanto decorrente da
suplementagdo e sim de fatores ligados a agressdo renal, resultado evidenciado pelo aspecto
histomorfologico.

Ao analisarmos a fungdo hepatica através das concentragdes plasmaticas de ALT,
AST, GGT e fosfatase alcalina, observamos que somente o grupo CRE-8 apresentou valores
estatisticamente superiores em relagdo os demais grupos, indicando possivel agressdao
tecidual. Estes resultados foram confirmados através dos achados histomorfologicos hepaticos
dos animais do grupo CRE-8, que revelaram VCL congesta e com presenca de
polimorfonucleraes em regido periférica deste vaso, hepatdcitos separados por capilares
sinusdides com freqiientes células de Kupffer e com lumen expandido pelo incremento de
células sanguineas.

A literatura indica que a suplementacdo oral de Cr parece ndo aumentar o estresse
hepéatico em individuos saudaveis e fisicamente ativos (KREIDER et al., 2003; MAYHEW et
al., 2002; ROBINSON et al. 2000; WALDRON et al. 2002). Novamente, os animais que
realizavam o nado concomitantemente a suplementacdo de Cr (CRE+NAT) tiveram valores

plasmaticos de enzimas hepaticas e achados histomorfolégicos semelhantes aos animais do
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grupo CON. Tarnopolsky et al. (2003), a partir de observagdes histologicas de figados de
ratos e camundongos indicaram que a suplementagdo de Cr a longo prazo poderia induzir, por
um mecanismo desconhecido, hepatoxidade. O mecanismo exato de como a Cr pode gerar
dano tecidual ainda ¢ desconhecido, mas as pesquisas apontam para a possibilidade de
conversdo quimica da Cr em formoldeido, um agente tecidualmente agressor (YU ; DENG,
2000). Poortmans et al. (2005), observaram incremento de compostos citotoxicos, como o
formoldeido, em amostras urinarias apds a suplementacdo de Cr. Neste sentido, o acimulo de
Cr em tecidos metabolicamente pouco capazes de converter a Cr em creatinina e
enzimaticamente capazes de realizarem os processos de metilagdo, como os rins e figado,
poderia favorecer o aparecimento de citotoxicos, devido ao actimulo do substrato Cr
(CLAYTON et al., 2004). Como ja mencionado, a suplementacdo de Cr a longo prazo
estimula mecanismo de regula¢do lenta (down regulation) principalmente dos receptores
musculares de Cr impedindo a captagdo adicional deste nutriente (GUERRERO-
ONTIVEROS; WALLIMANN, 1998). Desta forma, a suplementacdo a longo prazo
incrementa enormemente as concentragdes deste composto em tecidos que apresentam valores
basais muito baixos de Cr celular, como os rins ¢ o figado (IPSIROGLU et al, 2001),
favorecendo a possivel conversdo em compostos citotdéxicos. Se a Cr suplementada for
constantemente utilizada como fonte de energia muscular adicional, principalmente através da
atividade fisica, o seu acimulo em outros tecidos poderia ser minimizado e desfavorecendo
sua toxicidade. Assim, justificamos e consideramos que a suplementacdo de Cr, se utilizada
como recurso ergogénico, deve ser sempre associada a atividade fisica evitando possiveis
efeitos colaterais. No entanto, estudos futuros sdo evidentemente necessarios para melhor
elucidar a interagdo da Cr suplementada a longo prazo, em tecidos metabolicamente
relacionados como os rins e figado, bem como suas conseqiiéncias para a saude,

especialmente em populagdes sedentarias e que usufruam do composto.
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6. CONCLUSOES

Desta forma, este estudo nos permite concluir que:

(1) A suplementagdo de Cr a curto prazo e a longo prazo, se associada a atividade
fisica, ocasiona:

- Incremento de tolerancia a carga durante o Teste de Carga Maxima;

- Reducio das concentracdes de sanguineas de glicose apos o Teste de Carga Maxima;

- Retardo do acimulo de lactato sanguineo apos o Teste de Carga Maxima;

- Manutencao da integridade funcional renal e hepatica.

(2) A suplementacdo de Cr a longo prazo, se ndo associada a atividade fisica,
promove:
- Prejuizo da fungdo renal (apds quatro semanas de suplementacao);

- Prejuizo da fungdo hepatica (apds oitos semanas de suplementacao).

(3) A suplementacao de Cr promove aumento de massa corporal.
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