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Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacao aguda (5g . kg
-1 durante uma semana) e cronica (1g . kg -1 durante 8 semanas) de creatina sobre
a adaptacao ponderal dos musculos tibial anterior e séleo de ratos sedentérios e
exercitados (natagao a 80% da carga médxima tolerada). 72 ratos Wistar machos (250
+ 11g) foram divididos em 4 grupos: ratos sedentarios nao suplementados (CON;
n = 18); ratos exercitados nao suplementados (NAT; n = 18); ratos sedentarios e
suplementados (CRE; n = 18), e ratos exercitados e suplementados (CRE+NAT;
n =18). Ao final da primeira, quarta e oitava semanas, seis animais de cada grupo
foram sacrificados para andlise. Obtiveram-se os seguintes resultados (p<0.05):
maior média de massa absoluta do musculo tibial anterior no CRE e CRE+NAT;
maior média de massa absoluta e relativa do musculo séleo no CRE+NAT em
relagdo aos demais grupos, apés 4 e 8 semanas. Esses achados sugerem que a su-
plementagao de creatina ocasiona adaptagdes ponderais positivas no tecido mus-
cular esquelético de ratos, independentemente da realizagao do exercicio fisico.

Descritores: Musculo esquelético; Ratos; Suplementagao de creatina.

Abstract

The aim of this study was to investigate the effects of the short-term (5g. kg -1 for
1 week) and long-term (1g. kg -1 for 8 weeks) creatine supplementation on pon-
deral adaptation of anterior tibial and soleus muscles of sedentary and exercised
(swimming to 80% of the tolerated maximum load) rats.72 Wistar males rats (240
+ 10g) were divided in 4 groups: sedentary rats without supplementation (CON;
n = 18); exercised rats without supplementation (NAT; n = 18); sedentary rats with
supplementation (CRE; n = 18); exercised rats with supplementation (CRE+NAT;
n = 18). At the end of the first, fourth and eighth weeks six animals of each group
were sacrificed. There were obtained the following results (p<0.05): superior
average of anterior tibial muscle absolute mass in CRE and CRE+NAT; superior
average of absolute and relative soleus muscle mass in the CRE+NAT in relation
to other groups after four and eight experimental weeks. These findings suggest
that the creatine supplementation causes positive ponderal adaptations in skel-
etal muscle tissue independly of physical exercise realization.

Key words: Creatine supplementation; Rats; Skeletal muscle.
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Introducdo

O aumento das reservas intramusculares
de creatina (Cr) pode resultar em um desempe-
nho muscular melhorado nos seres humanos!,
durante a pratica de determinados tipos de
exercicio. A creatina tem o potencial de aumen-
tar a hidratagdo celular e fatores de transcricao
miogénica, facilitando a super-regulacdo de ge-
nes musculares especificos, tais como da cabega
pesada da miosina, e possivelmente conduzindo
a hipertrofia muscular?.

Os efeitos benéficos da suplementacdo de
Cr, associada aos exercicios resistidos sobre os ga-
nhos em for¢a e massa muscular em humanos**
e em modelos experimentais®, sdo relativamente
bem documentados. Entretanto, ainda sdo pouco
conhecidos os efeitos cronicos desse tipo de su-
plementagao sobre as adaptagdes em fibras mus-
culares de caracteristicas metabdlicas aerébias
(fibras tipo I), e de sua associacdo com atividade
fisica que apresente essas mesmas caracteristicas,
principalmente em modelos experimentais®.

Esse aspecto poderia ser mais bem elucida-
do se a atividade osmética da Cr e o ganho de
peso associado a sua suplementacao’ fossem con-
siderados por meio da analise da massa de miis-
culos com predominio de fibras funcionalmente
diferentes. Assim, o objetivo deste estudo foi ava-
liar a adaptacao ponderal de misculos funcional-
mente distintos (tibial anterior e s6leo) de ratos
sedentarios e exercitados aerobiamente, submeti-
dos a suplementacdo aguda e cronica de Cr.

Materiais e Métodos

Modelo Experimental

Foram utilizados 72 ratos (250 + 10g) ma-
chos Wistar (Rattus Norvegicus), adultos jovens
(10-12 semanas de idade), obtidos da fazen-
da Bem-te-vi (Paulinia/SP). Os animais foram
mantidos, individualmente, em caixas de polie-
tileno, no biotério do Laboratério de Fisiologia
e Farmacodindmica do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do

Paraiba, com temperatura (22-25°C), umidade
relativa (40-60%) e fotoperiodo (ciclo de 12 ho-
ras claro-escuro) controlados. Além disso, todos
os animais tiveram acesso a ragao peletizada e
agua ad libitum. O estudo teve duragao de oito
semanas, sendo os animais divididos igualmen-
te em 4 grupos experimentais: ratos sedentarios
ndo suplementados (CON; n = 18); ratos exerci-
tados ndo suplementados (NAT; n = 18); ratos
sedentarios e suplementados (CRE; n = 18); ra-
tos exercitados e suplementados (CRE+NAT; n
= 18). Todos os procedimentos adotados neste
estudo estavam de acordo com os principios de
manuseio e cuidado com animais de laboratério
preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal) e aprovados pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Univap (Protocolo
n° L022-2005-CEP).

Atividade Fisica

Todos os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo a natagao (30 minutos dia-
rios sem carga, durante cinco dias consecutivos)
para reduzir fatores ligados ao estresse promo-
vido pela atividade do nado®. Durante esse pe-
riodo, a creatina ndo foi administrada. Apds a
adaptacgdo, os animais foram individualmente
submetidos ao teste de carga méxima (TCM)*%.
Foram colocadas células de carga, corresponden-
do a 0%, 1%, 2%, 3% etc. da massa corporal total
do animal, até sua exaustdo, atingindo a carga
maxima tolerada. A exaustdo foi determinada
pela incapacidade de o animal manter-se abaixo
da superficie da d4gua por aproximadamente oito
segundos®’. Esse teste permitiu o ajuste da car-
ga de trabalho para o treinamento fisico a 80%
da carga maxima.

Esse treinamento foi realizado em grupos
de seis animais em decorréncia da promogao de
exercicio mais vigoroso quando comparado ao
nado individual®. Ocorreu cinco vezes por se-
mana, com sessOes diarias de treinamento de
30 minutos, somente nos grupos experimentais
NAT e CRE+NAT. Foram utilizados coletes, que
continham pesos de chumbo, e posicionados



junto ao térax de cada animal, de modo confor-
tavel®!. Ao final de cada semana experimental,
novo TCM foi realizado para possiveis reajustes
da carga de treinamento. O protocolo de natagao
foi feito em um tanque de amianto com capaci-
dade para 250 litros de 4gua, mantidos a tempe-
ratura de 35 + 2°C™.

Suplementagdo de Creatina

A suplementagao foi realizada por meio
de uma sonda oroesofdgica (Imm de diametro;
3cm de comprimento) adaptada a uma seringa
de 3 ml, tendo a dgua como veiculo de infusao.
Esse procedimento ocorreu diariamente apds o
periodo de adaptacdo ao nado, duas horas antes
do treinamento fisico. Foi instituida durante a
primeira semana do experimento (loading phase)
a dose de 5g de Cr/kg de massa corporal do ani-
mal e, apds a primeira semana (fase de manu-
tencdo), a dose de 1g de Cr/kg de massa corporal
do animal para todos os animais suplementados
(CRE e CRE+NAT)"2, Para facilitar a absorcao
do suplemento e minimizar qualquer risco de
contaminagdo do produto, foi utilizada creatina
micronizada com grau padrao cromatografico.

Sacrificio dos Animais

Cada um dos quatro grupos experimentais
(CON, NAT, CRE e CRE+NAT) foi constituido
inicialmente de 18 animais; no entanto, o mode-
lo experimental exigiu a subdivisdo dos grupos
experimentais em 3 subgrupos (cada um com 6
animais), e de acordo com o periodo do estudo
analisado (ap6s 1, 4 e 8 semanas). Depois do pe-
riodo de estudo, os animais dos respectivos gru-
pos foram sacrificados. O sacrificio foi realizado
ap0s dois dias da ultima sessdo de treinamen-
to, para atenuar os efeitos agudos do exercicio®™.
Adotou-se como anestésico o etoxietano, pois
promove acdo depressora no Sistema Nervoso
Central sem provocar qualquer disfungao teci-
dual. Os animais foram sacrificados por meio de
administracdo de Cloreto de Potassio (KCl) 20%
intracardiaco, ainda sob efeito anestésico, e ap6s

a realiza¢do dos procedimentos experimentais
listados a seguir.

Coleta Tecidual e Andlise Ponderal

Ainda sob efeito anestésico, os musculos
tibial anterior e s6leo foram removidos cirurgi-
camente da pata direita de cada animal, limpos
em salina 0,9% e secos em temperatura ambiente.
Logo em seguida, foram colocados individual-
mente em balanca digital de alta precisao (Bel®)
para afericdo de suas respectivas massas. Foi
observada a massa muscular (Massa Absoluta,
expressa em gramas) e sua relagdo com a massa
corporal do respectivo animal (Massa Relativa,
expressa em porcentagem).

Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média
+ desvio-padrao. Foi utilizada analise de varian-
cia (ANOVA one way) entre os grupos experimen-
tais nos diferentes periodos experimentais. O tes-
te post hoc de Tukey, para comparagdes multiplas,
foi empregado para a identificacao das diferencas
especificas nas varidveis em que os valores de F
encontrados foram superiores ao critério de sig-
nificancia estatistica estabelecido (p < 0,05).

Resultados

Na Tabela 1, estdo representadas as médias
da massa corporal total (g). Ao analisarmos tal
massa, observamos um aumento estatisticamen-
te significativo (p < 0,05) dessa variavel nos gru-
pos suplementados (CRE e CRE+NAT) versus os
grupos ndo suplementados do mesmo periodo
experimental (CON e NAT) durante todo o es-
tudo. Na Tabela 2, estdo apresentados os valores
médios da massa absoluta (g) e relativa (%) dos
miusculos tibial anterior e séleo, ao final da pri-
meira, quarta e oitava semanas experimentais.
Foram observados valores superiores de massa
absoluta do musculo tibial anterior (p < 0,05) nos
grupos suplementados em relagdo aos nao suple-
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mentados, ao final de todos os periodos experi-
mentais. Por meio da andlise da massa do mus-
culo séleo, observamos que diferencas (p < 0,05)
entre os grupos experimentais foram encontra-
das somente quando comparamos o valor mé-
dio dessa varidvel nos grupos (CRE+NAT-4 e
CRE+NAT-8) versus os demais, no mesmo perio-
do experimental (CON-4, NAT-4, CRE-4 e CON-
8, NAT-8, CRE-8, respectivamente). Essa tltima
diferenca foi observada tanto pela andlise da
massa absoluta quanto pela relativa.

Discussdo

Nossos principais resultados sugerem que
a suplementacdo de Cr, independentemente da

Tabela 1: Massa corporal em gramas (g)

associacdo com o treinamento fisico, promoveu
aumento da massa corporal total e de musculos
com caracteristicas predominantemente anaeré-
bias (tibial anterior). Além disso, a suplementacao
de Cr influenciou a massa de musculos com ca-
racteristicas predominantemente aerébias (sé6leo),
somente quando foi associada ao treinamento re-
gular aerdbio.

Inimeros estudos descrevem os possiveis
efeitos ergogénicos de sua suplementacao durante
exercicios de curta duracado e alta intensidade™,
em decorréncia da relagdo direta da Cr com reacoes
celulares de caracteristicas anaerébicas. McBride e
Gregory® observaram, durante quatro semanas,
os efeitos de um protocolo de exercicio excéntri-
co em 30 ratos, 15 com suplementagado de creatina
(divididos em dois grupos: treinado e controle) e

Grupos Antes da Apos a Apds 1 semana Apds 4 Apos 8
Ex erin’\)entais Adaptacao! Adaptacao! (Loading Phase) Semanas Semanas
P (n=18) (n=18) (n=6) (n=6) (n=6)
CON (n=18) 252 + 11 261 +£13 271 £ 08 325+ 13 404 £ 09
NAT (n =18) 250 =10 260 + 11 273 £ 12 335+ 11 411 £ 12
CRE (n=18) 251 +12 259 + 12 301 +£15* 359+ 10 * 437 14 *
CRE+NAT (n =18) 249 + 11 260 £ 09 299 + 13 * 362+ 15 * 443 £ 11 *

Durante o periodo de adaptacdo ao nado, a Cr ndo foi suplementada. CON: grupos controle, NAT: grupos natacdo, CRE: grupos creatina, CRE+NAT:
grupos creatina natagao. Valores expressos como média + desvio padrao (DP). * Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (p<0,05).

Tabela 2: Massa absoluta e relativa dos musculos tibial anterior e séleo em gramas (g)

Grupos Apos 1 semana Apos 4 Semanas Apo6s 8 Semanas
Experimentais (Loading Phase) (n = 6) (n=6) (n=6)
Tibial . Tibial . Tibial .
Anterior (g) Sdleo (g) Anterior (g) Sdleo (g) Anterior (g) Sdleo (g)
Magsoa'\;i‘:)ns:ll?; (q) 0,56 + 0,13 0,170 £ 0,05 0,65 + 0,07 0,13 + 0,05 0,76 + 0,11 0,16 £ 0,06
. og 0,21 +0,05 0,04 + 0,02 0,20 + 0,07 0,04 + 0,02 0,19 + 0,09 0,04 + 0,01
Massa Relativa (%)
I\/Ias'\::g(l:s?)ll?; () 0,57 + 0,08 0,10 £ 0,06 0,73 +0,06 0,16 + 0,03 0,82 +0,10 0,20 + 0,07
- og 0,21 +£0,08 | 0,04 0,01 0,22 +0,08 | 0,05x0,01 0,20+ 0,05 | 0,05+0,01
Massa Relativa (%)
Mascsgi(gsZILstZa Q) 0,81+012* | 011005 [0,89+£0,09*| 0,140,056 |1,09+0,09* | 0,21+0,06
. og 0,27 + 0,07 0,04 + 0,02 0,25+ 0,08 0,04 + 0,02 0,25 + 0,05 0,05+ 0,01
Massa Relativa (%)
I\/(I::si;'\lAAstgl]uia‘]?)) 0,77+010* | 014+0,05 1 0,86+0,08*%|0,28+0,07*| 110+0,13* |0,39+0,06*
- og 0,26 +0,09 | 0,05+0,01 0,24 +0,07 | 0,08+0,01*| 0,25+0,08 | 0,09 +0,02*%
Massa Relativa (%)

CON: grupos controle, NAT: grupos natagdo, CRE: grupos creatina, CRE+NAT: grupos creatina natacao. Valores expressos como média + desvio-
padrao (DP). * Diferenca significativa em relagdo aos demais grupos (p<0,05).



15 ratos sem suplementagdo (também divididos
em dois grupos: treinado e controle). Assim como
em nossos resultados, os autores verificaram um
aumento do peso corporal em ambos os grupos
suplementados com creatina, quando comparados
aos seus pares ndo suplementados, porém sugeri-
ram que os efeitos da associagdo entre a suplemen-
tacdo de creatina e o treinamento resistido estao
intimamente relacionados a intensidade de carga
e ao volume de treinamento.

Ainda sao conflituosas e escassas as pes-
quisas acerca dos efeitos da suplementagao de Cr
associada ao treinamento aerdébio. Entretanto, a
premissa de que os efeitos desse tipo de associa-
¢do sejam dependentes da intensidade e do vo-
lume de treinamento também parece verdadeira
em relacdo aos exercicios aerdbios. Achados de
um estudo preliminar realizado em nosso labora-
torio corroboram esses aspectos, demonstrando a
possibilidade de a Cr ser ergogénica também em
atividades aerdbias”. Por meio da avaliagdo da
carga maxima tolerada, foi observado que houve
incremento significativo nesse parametro, a par-
tir da primeira semana, no grupo com suplemen-
tacdo de Cr associada ao treinamento aerébio. O
treinamento isolado sem a suplementacdo de Cr
promoveu aumento da carga mdaxima tolerada
somente a partir da sexta semana experimental.

Gallo e colaboradores® encontraram resulta-
dos diferentes dos nossos quando associaram a
suplementagdo de Cr a um protocolo de corrida
durante 12 semanas. Nesse estudo, 40 ratos foram
divididos em 4 grupos (treinados — suplementa-
dos; treinados — ndo suplementados; controles —
suplementados; controles — ndo suplementados).
Os grupos treinados tiveram redugdo do peso
corporal, mas a suplementacdo de Cr nao apre-
sentou efeitos sobre o peso ou ganho de massa
muscular entre os grupos estudados. Entretanto,
Gallo e colaboradores utilizaram protocolo de
corrida voluntaria na roda, cuja intensidade,
consequentemente, ndo apresentava uma relagao
direta com a capacidade méxima individual, e
muito menos os volumes totais de treinamento
poderiam ser equacionados®. Neste estudo, a in-
tensidade do treinamento foi estimada por meio

de um teste de carga méaxima, tendo sido todos os
ratos dos grupos treinados submetidos a um trei-
namento com 80% da carga méxima, com duragao
e frequéncia similar. Dessa forma, os resultados
obtidos indicam que a intensidade e o volume de
treinamento podem ser fatores determinantes em
relagdo aos efeitos da suplementacdo de Cr tam-
bém em exercicios aerébios.

O ganho ponderal observado nos ratos nao
exercitados, que foram suplementados, pode ser
associado a dose de Cr utilizada e ao fator osmo-
tico dessa substancia’. De acordo com estudos
realizados em humanos, comumente a suplemen-
tagdo de Cr é dividida em duas fases: suplementa-
¢do inicial de doses elevadas (20 a 30g de Cr/dia)
durante uma semana (Loading Phase), substituida,
logo em seguida, pela fase de manutencdo, com
doses reduzidas (até 1/5 da dose inicial), durante
varias semanas (1). Contudo, em face da adogao
do modelo animal neste estudo, as doses de Cr
foram aumentadas para a real atividade e neces-
sidade metabdlica da populacdo estudada, de
acordo com o descrito em estudos prévios'2.

Neste estudo, as respostas obtidas em rela-
¢do ao ganho ponderal do musculo tibial anterior
(de caracteristicas anaerdbias) foram observadas
a partir da primeira semana experimental e inde-
pendentemente da associacdo com o treinamento
aerébio. Esse aumento ocorreu somente na ana-
lise da massa absoluta, que pode ser justificada
pela propria retencao hidrica promovida pela
suplementagdo, especialmente em miusculos que
apresentam maior populagdo de receptores CT-1
(musculos predominantemente anaerébios)’®. O
miusculo séleo (predominantemente aerdbio), de
fato, ndo apresentou aumento de massa com a su-
plementacéo isolada, o que corrobora a descrigao
anterior de que musculos com caracteristicas aero-
bias ndo sdo capazes de captar a Cr suplementada
eficazmente®”. No entanto, a massa absoluta e a
relativa do musculo séleo apresentaram aumentos
apos 4 semanas de treinamento no grupo suple-
mentado. Tal fato poderia ser justificado pela pro-
gressao do treinamento aerébio que aumentaria a
expressao do receptor CT-1 (up regulation) no mus-
culo funcionalmente solicitado (s6leo)™.
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Conclusado

De acordo com as condicdes experimentais
adotas neste estudo, concluimos que a suplemen-
tagao de Cr, mesmo nao associada ao exercicio fisi-
co, promoveu alteragdes ponderais corporais e em
musculos com caracteristicas predominantemente
anaerdbicas (tibial anterior), mas foi necessario as-
socié-la ao treinamento regular de longa duragao
e intensidade para promover adaptagdes em miuis-
culos funcionalmente aerdbios (s6leo).
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