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Resumo

A creatina € um dos produtos mais consumidos entre os praticantes de
atividade fisica. Seus beneficios se associam ao aumento de massa muscular,
forca e desempenho principalmente em atividades esportivas que tém como
caracteristica principal a alta intensidade e a curta duragdo. Recentemente
alguns estudos tém demonstrado a capacidade da creatina em alterar a
homeostasia da glicose, promovendo uma maior captacdo nos tecidos
periféricos. O objetivo desse estudo foi investigar o efeito da suplementacao de
creatina na tolerancia a glicose e estoques de glicogénio muscular e hepatico,
em ratos submetidos ou ndo a atividade fisica por 4 e 8 semanas. Oitenta ratos
Wistar foram divididos em 2 grupos, que variavam de acordo com o tempo do
experimento, 4 e 8 semanas. Cada grupo foi subdividido em 4 subgrupos:
controle sedentario (CS); controle treinado (CT); suplementado sedentario
(SS); e suplementado treinado (ST). Os animais tiveram livre acesso a agua e
a racao, sendo que o grupo suplementado recebeu a racdo contendo 2% de
creatina monohidratada. O treinamento foi realizado 4 vezes por semana
durante 40 minutos de atividade aerdbia (Natagdo). Para controle da
intensidade do exercicio, os animais tiveram pesos (2 a 5% do peso corporal)
ataxados ao torax. Apds 4 e 8 semanas foram feitos testes de tolerancia oral a
glicose (OGTT) e analise do conteudo de glicogénio muscular (gastrocnémio) e
hepatico. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos nos
estoques de glicogénio (muscular e hepatico), na glicemia e area sob a curva
analisados ap6s o OGTT. A suplementacao de creatina nao foi capaz de alterar
a homeostasia da glicose em ratos submetidos ou ndo a atividade aerdbia por

4 e 8 semanas
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Abstract

Creatine is one of the most used dietary supplement among athletes and
physical active people. The benefits of creatine intake are related to increase
muscle mass, power and performance, especially in high intensity, short term
exercises. Recently studies have suggested that creatine supplementation can
modulate glucose homeostasis by increasing glucose uptake in peripheral
tissues. The aim of this study was to investigate the effects of creatine
supplementation on muscle and hepatic glycogen and glucose tolerance in rats
submitted or not to physical activity for 4 and 8 weeks. Eighty male, Wistar, rats
were divided in two groups: 4 and 8 weeks. Then each group was subdivided in
4 subgroups, according to supplement intake and submission to exercise:
Sedentary Control (CS); Trained Control (CT); Supplemented Sedentary (SS);
and Supplemented Trained (ST). The animals had free access to water and
chow, supplemented groups had 2% of their diet as creatine monohydrated.
The exercise groups swam for 40 min / day for 4 days / week with 2 to 5% of
their body weight attached to the chest. After 4 and 8 weeks, oral glucose
tolerance tests were performed. On the subsequent day rats were killed and
muscle and liver were collected and stored in liquid nitrogen for subsequent
analysis. No changes in either glycogen content (muscle and hepatic tissue) or
glucose tolerance were observed. This study shows that creatine
supplementation do not alter glucose homeostasis in rats submitted or not to

physical activity for 4 and 8 weeks.
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1 Introducao

O uso de suplementos nutricionais tem crescido em todo o mundo. Nos
ultimos 15 anos os negdcios envolvidos nesse ramo cresceram de 3,3 bilhdes
de dodlares para 14 bilhées no ano 2000 (ZEISEL, 1999). Um dos grandes
lideres de mercado é a creatina. Desde 1992, apds as olimpiadas de
Barcelona, seu consumo tem aumentado significativamente. Em 1996, o
publico americano consumiu 1,2 milhdes de quilos e gastou aproximadamente
50 milhdes de ddlares com esse suplemento. J& em 1998, o consumo quase
que quadruplicou e as vendas excederam os 200 milhdes de dodlares
(GRAHAM & HATTON, 1999).

Inicialmente a popularidade da creatina cresceu devido a divulgagao, em
revistas esportivas populares, dos seus possiveis efeitos em relagdo ao
aumento de forga, desempenho e massa muscular. Com o avango dos estudos
cientificos, p6de-se constatar que a creatina era realmente capaz de beneficiar
0 desempenho em atividades esportivas que tinham como principal
caracteristica a alta intensidade e a curta duragdo (GRAHAM & HATTON,
1999).

Devido ao fato da creatina aumentar a poténcia e massa muscular, seus
beneficios tém sido testados em diversas situagcbes patolégicas como: Doenga
de Huntigton e a Distrofia Muscular Progressiva. Além disso, outros efeitos da
suplementacao de creatina tém sido investigados principalmente no que diz
respeito a homeostasia da glicose. Estudos sugerem que a suplementagao seja
capaz de interferir na captacao periférica de glicose. Se isso for constatado, a
suplementacdo de creatina podera trazer grandes beneficios, ndo sé para

atletas e praticantes de atividade fisica, mas principalmente, para pessoas que



tem problemas em relagdo ao controle glicémico, como o que ocorre nos
pacientes diabéticos nao insulino-dependentes (VOLEK, 2004) que sentem

bastante dificuldade em se manter compensados.

1.1 Metabolismo da creatina

A creatina (acido a-metil guanidino acético) € um composto, produzido
endogenamente ou obtido através da dieta, que exerce diversas fungdes
metabdlicas no corpo. Sua sintese enddégena comega nos rins através da
formagado do acido guanidino-acético, proveniente dos aminoacidos Arginina e
Glicina, numa reagdo catalisada pela enzima  Arginina-Glicina
amidinotransferase (AGAT). O acido guanidino-acético é transportado através
da corrente sanguinea, para o figado onde recebe um grupo metil, proveniente
do aminoacido metionina, através da enzima S-adenosilmetionina-
ganidinoacetato N-metiltranserase (GAMT), completando a sintese da Creatina
(Cr) (Figura 1). O passo limitante dessa sintese € a enzima AGAT que é inibida
quando ha aumento na concentragdo de creatina (WALKER, 1979; WYSS &
KADDURAH-DAOQOUK, 2000). Outros fatores que exercem influéncia na sintese
de creatina sdo os hormonios tireoidianos, do crescimento e testosterona; além
de fatores como a disponibilidade de ornitina e deficiéncias nutricionais
(WALKER, 1979; WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000).

A producado endégena (~ 1g / dia) somada a obtida na dieta (~ 1g / dia
para uma dieta onivora) se iguala a taxa de degradagdo esponténea da
creatina e fosfocreatina (PCr) em creatinina através de uma reacédo néo

enzimatica.
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Figura 1 Adaptado de PERSKY & BRAZEAU (2001)

Legenda - 1: arginina:glicina amidino-transferase(AGAT); 2: S-
adenosilmetionina-guanidinoacetato N-metiltransferase (GAMT); 3: creatina
kinase (CK); 4: Conversao espontanea; 5: Creatina amidohidrolase; 6: glicina
oxidase; 7: amino oxidase semicarbazida-sensivel (SSAO). As linhas
tracejadas indicam recentes hipoteses de formagéao toxica do formaldeido.

Nos tecidos periféricos como musculo esquelético, coracédo, cérebro e
testiculos, a creatina € transportada para dentro das células através de um

processo saturavel pelo transportador, sodio-cloro dependente, chamado

CREAT (creatine —transporter). Ao entrar na célula a creatina sofre a agdo da



enzima creatina kinase (CK), responsavel pela sua fosforilagao reversivel a
fosfocreatina. Desta forma a fosfocreatina fica retida no interior da célula até
que ocorram alteragdes no pH celular ou aumento da demanda energética,
como observados na presencga de hipoxia e atividade fisica. A ky (constante de
Michaelis-Menten) do transportador de creatina varia entre 20 e 60 puM
dependendo do local, isso explica as diferengas na concentracdo de creatina
total (TCr / soma de creatina e fosfocreatina) nos diferentes tecidos(PERSKY &
BRAZEAU, 2001).

No musculo esquelético, as fibras do tipo Il (glicolitica) apresentam maior
concentragado de creatina total que nas fibras do tipo | (KUSHMERICK et al.,
1992; CASEY et al., 1996). Em roedores, nas fibras do tipo II, o CREAT
apresenta um ky de 160uM enquanto que nas do tipo | esse valor cai para
73uM, consequentemente observa-se uma diferenca de aproximadamente 50%
a mais no conteudo de fosfocreatina das células musculares do tipo I
(KUSHMERICK et al, 1992; WILLOTT et al, 1999). Em humanos, a
concentragcdo muscular de creatina total varia entre 110 a 160 mmol/kg
(HARRIS et al., 1974). Assim como nos ratos, as fibras do tipo Il apresentam
uma concentragcdo 45 a 55% maior de TCr que as do tipo | (GREENHAFF,
1996).

Diversos fatores influenciam na captacdo de creatina nas células.
ODOOM et al (1996) verificaram que os hormdnios triiodotironina (T3), fator de
crescimento similar a insulina (IGF-1) e Insulina (3nM) foram responsaveis por
aumentar em média 300%, 50% e 200% respectivamente, o conteudo de
creatina total em células musculares de ratos em comparag¢ao aos controles. O

exercicio fisico também tem se mostrado efetivo em aumentar a captagao de



creatina. HARRIS et al (1992) suplementaram individuos submetidos a
treinamento em cicloergbmetro, com somente uma das pernas, por 3 e 5 dias.
Verificaram na perna treinada uma concentragao significativamente maior de
TCr que na perna controle. THORELL et al (1999) sugeriram que a atividade
fisica aumentava a translocacdo do transportador de creatina assim como o
fazia com o transportador de glicose, o GLUT-4.

O envolvimento da creatina no metabolismo energético se baseia no
acumulo de fosfato dentro da célula. Ao entrar na célula, ela rettm uma
molécula de fosfato e, em situagdes de hipdéxia ou aumento da demanda
energética, a creatina kinase hidrolisa a fosfocreatina liberando o fosfato que
passa a ser utilizado para regenerar a molécula de ADP a ATP. A creatina livre,
resultante dessa reacdo, se torna uma aceptora de protons na membrana
mitocondrial. Desta forma, a creatina auxilia na produgéo de energia no citossol
e no controle do pH (BRODY, 1994).

A creatina ainda parece estar envolvida na regulagdo da glicdlise.
Quando sua concentragao € baixa nos tecidos, humanos e animais se adaptam
aumentando a atividade de enzimas oxidativas, por exemplo, citrato sintase e
succinato desidrogenase, além de aumentar a translocagdo do transportador
de glicose (GLUT4) (REN et al., 1993; O'GORMAN et al., 1996). Esse efeito
parece contrabalangar a falta de energia proveniente da quebra da
fosfocreatina do metabolismo anaerdbio. E importante salientar que esse efeito
ainda pode ser dependente do tipo de fibra muscular e que pode nao estar
associado somente a concentracédo de creatina per si. BRANNON et al (1997)

observaram aumento na atividade da citrato sintase no musculo soéleo



(oxidativo) de ratos suplementados com creatina, efeito que nao ocorreu no
musculo plantar (glicolitico).

Em humanos, estima-se que 60 a 70% do total de creatina intracelular
seja encontrada na forma livre e que apenas 30 a 40% estejam sob a forma
fosforilada. Ha indicios que a razdo PCr/TCr seja mais importante como
determinante do status energético celular que a concentragado de creatina per
si. Outros autores sugerem que a concentragcédo isolada de PCr e fosfato
inorganico (Pi) regulam a atividade das enzimas glicogénio fosforilase e
fosfofrutoquinase I, responsaveis pela degradagao de glicogénio e controle da
via glicolitica, respectivamente (WYSS & KADDURAH-DAOUK, 2000).

Diante do exposto acima os reais efeitos da creatina no controle

metabdlico de outros nutrientes permanece obscuro.

1. 2 Efeitos da suplementacao de creatina na homeostasia da glicose em
ratos

Conforme mencionado anteriormente, apds se constatar os efeitos da
suplementacao de creatina no aumento de massa muscular e forca no ambito
esportivo, diversos cientistas investigaram o efeito dessa suplementagédo em
situagdes patoldgicas; em doengas, normalmente neuro-degenerativas, que em
geral estavam associadas a perda de massa muscular ou forga.

FERRANTE et al (2000) ao estudar o efeito da suplementacéo de
creatina na doenca de Huntington verificaram, através do teste de tolerancia
oral a glicose (OGTT) que o estabelecimento do Diabetes, caracteristica da
progressao da doencga, era retardada nos animais suplementados com 2% da

racao na forma de creatina. Dado que corroborou os de HURLBERT et al



(1999) que também verificaram esse mesmo efeito no mesmo modelo
experimental: ratos com doencga de Huntington suplementados com creatina.

A partir de entao, diversos estudos em animais tém sido conduzidos no
intuito de entender o efeito da suplementacdo de creatina na homeostasia da
glicose.

ROONEY et al. (2002) dividiram 48 ratos em grupos que variavam de
acordo com a suplementacdo e tempo de intervencdo. Primeiramente os
animais foram divididos em 02 grupos: suplementado com creatina (2% da
racao na forma de creatina) ou racédo comercial pura. Depois cada grupo foi
subdividido em outros 3 subgrupos, que variavam de acordo com tempo de
intervencado 2, 4 ou 8 semanas. No total formaram-se 6 grupos de 8 animais.
Nesses trés momentos, testes de tolerancia oral a glicose (OGTT)
concomitante a dosagens de insulinemia foram realizadas. Dois dias apos o
OGTT os animais eram sacrificados, tendo pancreas e musculo (quadriceps)
retirados para analise. O grupo suplementado com creatina apresentou picos
de insulinemia, estimulados por glicose, significativamente maiores, que ao
comparado grupo ndo suplementado, apds quatro e oito semanas. Isso foi
acompanhado pelo aumento significativo do conteudo de creatina no pancreas,
ja observado a partir da segunda semana. No musculo, nenhuma diferenga
significativa foi observada na concentragdo de creatina intramuscular, assim
como, néo foram verificadas alteragées no conteudo de glicogénio entre os
grupos nos diferentes momentos de analise. Isso sugere que a suplementagéo
de creatina possa realmente alterar o metabolismo da glicose, principalmente

por aumentar a secre¢ao de insulina.



Contraditoriamente, OP'T EINJDE et al. (2001a) administraram altas
doses de creatina em ratos Wistar durante 5 dias. Os animais receberam racao
contendo 5% de creatina monohidratada ou ragao pura. Apds os cinco dias, os
valores plasmaticos de insulina eram medidos e os ratos anestesiados, sendo
realizado uma nova dosagem de insulina. Os animais eram sacrificados e
perfundidos com diferentes concentragbes de insulina pura (0, 100, 20000uU /
ml) ou ainda em combinagdo com creatina (2 ou 10 mmol / I). Os autores
verificaram que a suplementacao de creatina aumentou a concentragao de TCr
nos musculos séleo (20%), por¢ado vermelha do gastrocnémio (15%) e porgéo
branca do gastrocnémio (10%). A atividade da enzima glicogénio sintase,
captacédo de glicose e conteudo de GLUT-4 ndo foram alterados de forma
significativa pela suplementacdo de creatina em nenhum dos musculos. A
suplementacdo também nao foi efetiva em promover alteragdes nos niveis
plasmaticos de insulina, apesar de ter aumentado a concentracdo plasmatica
de creatina em cinco vezes. No entanto, observou-se maior conteudo de
glicogénio no musculo soleo (40%) e na porgédo vermelha do gastrocnémio
(15%), indicando que altas doses de creatina podem aumentar, de forma mais
efetiva, a incorporagao de creatina e glicogénio especialmente em musculos de
caracteristica oxidativa.

JEOUNG-SUN et al. (2005) dividiram 14 ratos Wistar em 2 grupos:
suplementado com creatina (2% da ragcédo na forma de creatina) ou alimentados
com ragao comercial sem creatina, por 3 semanas. Apds esse periodo,
observou-se o grau de expressdo do GLUT-4 por Western Blot e constatou-se
que o grupo suplementado com creatina apresentava o conteudo de GLUT-4

significativamente maior nos musculos epitroclear, triceps e extensor digitério



longo. Concomitantemente, os niveis de RNAm para GLUT-4 nos triceps
estavam 100% maiores no grupo suplementado; além do musculo epitroclear
apresentar um conteudo de glicogénio muscular significativamente maior
(~40%) que o mesmo musculo no grupo controle. A suplementagcdo de
creatina foi capaz de aumentar significativamente (~50%) a fosforilagcédo da
proteina kinase ativada por 5AMP (AMPK), os fatores de transcricdo que
regulam a expressao do GLUT-4: “myocyte enhancer factor 2” (MEF2) e suas
isoformas MEF2A (90%), MEF2C(60%) e MEF2D(90%), no extrato nuclear do
musculo extensor digitério longo. A analise de mobilidade eletroforética
mostrou que a atividade de ligacdo ao DNA estava ~ 40% maior (p<0,05) no
musculo do grupo suplementado com creatina em relagdo ao controle.
Curiosamente, nesse mesmo musculo, ndo foram observadas diferencgas
significativas nas concentracdes de ATP, creatina, fosfocreatina ou AMP entre
0s grupos. Inesperadamente o unico metabdlito que se encontrava diferente
entre 0s grupos era a concentragao intracelular de creatinina.

Em contrapartida, diversos autores verificaram alteragdes na
concentragédo de creatina apds a sua suplementagdo. MCMILLEN et al. (2001)
suplementaram 20 ratos (SPRAGUE-DAWLEY) com creatina (2% da ragéo) ou
racdo comercial (sem creatina) por 02 semanas. Eles verificaram que a
suplementacao foi efetiva em aumentar as concentragdes de creatina total,
fosfocreatina e creatina livre principalmente no musculo de contragao rapida
(gastrocnémio). Esses achados ndo puderam ser estendidos ao musculo de
contragado lenta (soleo), indicando que a incorporagdo de creatina € maior em
fibras do tipo Il. Esses dados corroboram com os de BRANNON et al. (1997)

que verificaram apds 24 dias de suplementagdo que a concentragdo de
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creatina era significativamente maior no musculo plantar (tipo Il / glicolitico) que
no musculo séleo (oxidativo / tipo ).

Alguns autores sugerem que o decréscimo na razao [PCr]/[Cr],
proveniente da suplementagdo de creatina, seja 0 mecanismo responsavel
pelas alteracbes na homeostase da glicose. CEDDIA & SWEENEY (2004),
verificaram o efeito da suplementacdo de creatina em células musculares de
ratos. O objetivo era investigar o efeito na translocagdo do transportador de
glicose (GLUT-4), estimulado ou ndo por insulina, captacdo e oxidagdo de
glicose, conteudo e sintese de glicogénio, produgao de lactato e fosforilagao da
AMPK. Os autores observaram que apos 48h de incubagdo com creatina, a
concentracdo de creatina e fosfocreatina haviam aumentado ~ 9 e ~ 5 vezes
respectivamente. No entanto, n&o foram verificadas alteragbes nas
concentragbes de ATP. Apesar da insulina alterar a captagdo de glicose, o
conteudo de glicogénio e a incorporagdo de glicose marcada no glicogénio,
nenhum desses parametros foi alterado pela suplementagdo com creatina,
mesmo havendo a queda na relagao [PCr] / [Cr]. A creatina, no entanto, reduziu
significativamente a produgao de lactato (~42) e aumentou a produgdo de gas
carbénico. Isso esta de acordo com o aumento significativo na atividade da
enzima citrato sintase (~35) e fosforilagdo da AMPK (~100), sugerindo ativagéo
de vias oxidativas.

Também com o intuito de investigar a relagdo entre queda da razéo
[PCr] / [Cr] e captacdo da glicose, YOUNG & YOUNG (2002) suplementaram
ratos Sprague-Dawley com creatina (300mg / kg / dia) por 5 semanas. Apos
esse periodo, os animais foram anestesiados e tiveram seus musculos plantar

e epitoclear retirados para analise posterior. No musculo plantar foram feitas
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analises do conteudo de creatina, enquanto o epitoclear foi incubado com
insulina para analise da captagcao de H-2-desoxiglicose. Em comparagao ao
grupo controle, o conteudo de creatina livre aumentou 23% no grupo
suplementado enquanto que a creatina total aumentou apenas 12%, logo, a
relacdo [PCr] / [Cr] caiu nesse grupo. A captacdo de glicose no musculo
epitoclear nao foi maior no grupo suplementado com creatina, sugerindo que a
razao [PCr] / [Cr] pouco tem haver com a captagdo de glicose. Os autores
especularam que a concentracao de fosfocreatina isolada, poderia ser um fator
mais importante na captagao da glicose que a razao [PCr] / [Cr]. Eles ainda
sugeriram que a queda na [PCr] seja o verdadeiro indicativo da alteragao do

status energético celular.

1.3 Efeito da suplementacao de creatina na homeostasia da glicose em
humanos

Conforme mencionado anteriormente, o uso da creatina foi difundido em
praticantes de atividade fisica e atletas que desejavam melhorar seu

desempenho através do aumento de forga e massa muscular.

Reconhecidamente, a disponibilidade de glicogénio muscular era o
principal determinante do desempenho esportivo, principalmente em atividades
de intensidade moderada e duragdo prolongada (BERGSTROM et al., 1967).
Um dos métodos aceitos para aumentar a concentragdo intramuscular de
glicogénio, envolvia a deplecdo prévia desse substrato pelo exercicio seguida
de uma dieta rica em carboidratos (dieta de supercompensacéo de
carboidratos) por dias subsequentes (BERGSTROM & HULTMAN, 1966;

SHERMAN & COSTIL, 1984). Esse método promovia um aumento entre 150 a
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200% na concentracédo de glicogénio muscular quando comparado ao estado
de repouso. Em 1999, ROBINSON et al., publicaram um artigo no qual a dieta
de supercompensacdo de carboidratos era acompanhada da suplementacao
de creatina. Voluntarios realizavam exercicio em cicloergbmetro com uma das
pernas até a exaustdo e bidpsias musculares eram realizadas em ambas as
pernas imediatamente apds o exercicio, apds 6 horas e apds 5 dias. Todos os
individuos receberam uma dieta rica em carboidratos, sendo que a metade
deles também consumiu creatina. Ap6s 5 dias, ambos os grupos apresentavam
concentragdes significativamente maiores de glicogénio na perna exercitada
em comparagao a nao exercitada. Em associag¢ao, o grupo suplementado com
creatina apresentava um acumulo de creatina total significativamente maior que
0 grupo néo suplementado, acompanhado desse fato observaram que nesse
grupo a concentragdo de glicogénio também era maior que o grupo que
recebeu apenas carboidratos (p=0,06). Os autores também verificaram que o
aumento na concentracdo de creatina, apesar de significativo para ambas as
pernas (exercitada e nao exercitada), era mais expressivo na perna exercitada

(p<0,001).

Com base no estudo do ROBINSON et al. (1999), NELSON et al. (2001)
tentaram verificar a reprodutibilidade em relacdo ao acumulo de creatina e
glicogénio no musculo. Doze individuos foram submetidos a atividade em
cicloergbmetro com apenas uma das pernas até a exaustdo. Antes e apds o
exercicio, biépsias musculares foram realizadas na perna direita (a mesma que
foi submetida a atividade fisica). Apds a sessédo de exercicio, os individuos
eram submetidos a uma dieta de supercompensacao de carboidratos por um

periodo de 3 dias, quando uma nova bidpsia era realizada nessa mesma perna.
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Por 5 dias, os voluntarios retornavam a sua dieta normal, s6 que desta vez
acompanhado pela suplementagcdo de creatina (20g/dia). No 11° dia de
experimento, os voluntarios eram submetidos a uma nova secéo de exercicio a
exaustdo acompanhada de bidpsias musculares (desta vez com a perna
esquerda) e 3 dias de dieta de supercompensacado de carboidratos. O
protocolo inicial de supercompensacgao de carboidratos resultou hum aumento
significativo de glicogénio na perna direita, apesar de nenhuma alteragdo na
concentracdo de creatina ter sido constatada. A suplementacdo de creatina
aumentou de forma significativa sua concentragao intramuscular em ambas as
pernas, apesar de nao ter influenciado no conteudo de glicogénio muscular.
Apds o ultimo protocolo de supercompensacao de carboidratos, que ocorreu
subsequentemente a suplementagéo de creatina, a concentragédo de glicogénio
muscular da perna esquerda se apresentava significativamente (~53%) maior
que o conteudo de glicogénio apresentado na perna direita apés o mesmo
protocolo de supercompensacado de carboidratos. Concomitantemente, a
concentragdo de creatina intramuscular se apresentava significativamente
maior apds a suplementacdo. Mais uma vez, esse dado demonstrou a possivel
influéncia da suplementagao de creatina nos estoques de glicogénio muscular.
OP'T EINDJ et al. (2001b) realizaram um estudo para verificar a
influéncia da suplementacdo de creatina na expressao do transportador de
glicose no musculo esquelético (GLUT-4). Vinte e dois individuos foram
divididos em 2 grupos que variavam de acordo com o consumo ou nao de
creatina. Os voluntarios tiveram uma das pernas imobilizadas por um periodo
de 2 semanas e foram submetidos a um processo de reabilitagdo, envolvendo

atividade fisica, por mais 10 semanas. Durante o periodo de imobilizagédo foi
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observado que o grupo nao suplementado com creatina apresentou uma
reducao em 20% na expressado do GLUT-4, enquanto o suplementado teve um
aumento de 10%. Apds 10 semanas de reabilitagéo, o conteudo de GLUT-4 do
grupo suplementado estava significativamente maior (40%) em relagdo ao
controle. A concentracdo de glicogénio, que permaneceu sem alteragéo
significativa entre os grupos até o inicio da reabilitagdo, aumentou
significativamente, no grupo suplementado, apds as primeiras 3 semanas de
reabilitacdo. Essa variagdo na concentragcdo de glicogénio foi acompanhada
por alteracbes nos estoques intramusculares de fosfocreatina, que se
apresentavam 12% maior no grupo suplementado com creatina.

Em metodologia similar ao estudo do OP'T EINDJ (2001b), DERAVE et
al. (2003) também imobilizaram a perna direita dos individuos submetendo-os
posteriormente a um periodo de reabilitacdo de 6 semanas. Nesse estudo além
de existirem os grupos suplementados com placebo e creatina durante todo o
protocolo, existia um terceiro grupo que era suplementado com creatina,
durante o periodo de imobilizacdo, e creatina mais proteina, durante a
reabilitacdo. Contraditoriamente aos resultados apresentados por OP'T EINDJ
(2001b), os autores observaram redugao da expressédo do GLUT-4 em todos os
grupos durante a imobilizagdo. Na reabilitagdo, os grupos suplementados com
creatina aumentaram significativamente o conteudo de GLUT-4 em relagéo ao
placebo. A concentragdo de glicogénio muscular também foi significativamente
maior nos grupos suplementados com creatina em relagcdo ao placebo.
Curiosamente, nenhuma alteragcao desse substrato e da expressao do GLUT-4
entre os grupos foi observada na perna esquerda ndo submetida ao protocolo

experimental. Nenhuma alteragcédo significativa foi percebida entre os grupos
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placebo e creatina na area abaixo da curva no teste de tolerancia oral a
glicose. No entanto, no grupo suplementado com creatina e proteina, essa area
foi reduzida significativamente comparando-se o inicio e o final do estudo. Foi
concluido que a creatina estimula o0 aumento das concentragbes de glicogénio
e GLUT-4 somente quando acompanhado de atividade fisica e que a
suplementagcdo de creatina com proteina poderia interferir no teste de
tolerancia oral a glicose por mecanismos n&o relacionados ao aumento da
expressao do GLUT-4.

Esses dados corroboram os de NEWMAN et al. (2003), que investigaram
o efeito da suplementacgéo de creatina, por 5 e 28 dias na tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina em homens n&o submetidos a atividade fisica. Os
voluntarios foram divididos em 2 grupos: suplementados com creatina ou
glicose (20 g nos 5 primeiros dias e 3g nos ultimos 23). Para analise da
tolerancia a glicose foram realizados testes de tolerancia oral a glicose (OGTT).
Bidpsias musculares também foram realizadas nesse estudo com o intuito de
verificar as concentragdes de creatina e glicogénio. Em ambos periodos pdde-
se observar aumentos significativos nas concentracbes de creatina
intramuscular, no entanto, nenhuma diferengca foi observada em relagcdo ao
conteudo de glicogénio e teste de tolerancia oral a glicose.

Esse mesmo grupo desenvolveu um estudo posteriormente que tinha
como objetivo verificar a influencia da suplementacao de creatina na expresséo
do GLUT-4 e acumulo de glicogénio. Vinte voluntarios, divididos em 02 grupos
(suplementado com creatina ou placebo) participaram durante 6 semanas do
protocolo experimental. A suplementacdo de creatina consistiu em 20g / dia

durante 5 dias associada a uma dose de manutencéo de 2g / dia até o final do
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estudo. O grupo placebo recebeu apenas maltodextrina. Os autores
observaram que os 5 dias de suplementacdo com creatina aumentavam os
estoques de glicogénio muscular significativamente (14%) em relagcado ao grupo
placebo. No entanto, apds 6 semanas essa diferengca ndo era mantida. A
concentracido de fosfocreatina e creatina intramuscular acompanharam a curva
da concentragao de glicogénio, aumentando significativamente nos primeiros 5
dias e reduzindo apés as 6 semanas. Sugerindo que o0 aumento na
concentragao de creatina seja um pré-requisito para aumentar a concentragéo
de glicogénio. Apesar do aumento inicial de glicogénio, os autores néo
verificaram diferengas entre os grupos em relagao a expressao do RNA-m para
GLUT-4, glicogénio sintase, glicogenina e insulinemia em nenhum momento do
estudo (VANLOON et al., 2004).

No intuito de desvendar os mecanismos que dariam suporte aos
resultados obtidos em 2001, OP'T EIUJNDJ et al. (2005) verificaram o efeito da
suplementacdo de creatina na modulacdo da atividade da proteina quinase
ativada por 5’AMP (AMPK). Novamente foi utilizado o protocolo de imobilizagao
de uma das pernas com o subsequente periodo de reabilitacdo. Os individuos
foram divididos em 2 grupos, suplementado ou ndo com creatina, que
consumiam 15g do suplemento nos primeiros 5 dias seguidos de uma dose de
manutencgéo de 2,5¢g / dia até o final do estudo. A imobilizagdo nao foi capaz de
afetar a fosforilacdo e expressdo da AMPK em nenhuma de suas subunidades.
No entanto, independentemente do tratamento recebido, apds o treinamento
houve aumento significativo (~25%) da fosforilagcdo das subunidades a e a1.
Durante todo o estudo, a atividade da AMPK na perna contra-lateral

permaneceu inalterada. Esses resultados sugeriram que o aumento da
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expressdo do GLUT-4 e conteudo de glicogénio muscular observados
anteriormente devido a suplementacao de creatina, pouco tem haver com a

influéncia da creatina na modulagao da atividade da AMPK .

1.4 Possiveis mecanismos que explicam os efeitos da suplementacao de
creatina na homeostasia da glicose

Os mecanismos mais provaveis que se correlacionam com a influéncia
da suplementacao de creatina na homeostasia da glicose sao: maior secregao
de insulina, maior sensibilidade periférica perante esse horménio e a maior
captacéo periférica de glicose.

Alguns estudos propuseram que a suplementacdo de creatina fosse
capaz de aumentar a secrec¢ao de insulina in vitro (ALSERVER et al., 1970;
MARCO et al., 1976) e, mais recentemente, in vivo (ROONEY et al., 2002).

Fisiologicamente o aumento da glicemia é acompanhado pela maior
captacdo de glicose nas células B pancreaticas, através do transportador de
glicose (GLUT-2). Ao entrar na célula a glicose é fosforilada estimulando a
ativacdo da via glicolitica e do ciclo de Krebs, aumentando a concentracao
intracelular de ATP. Isso leva ao fechamento dos canais de potassio (K+),
despolarizacdo da membrana plasmatica, e consequentemente abertura dos
canais de calcio (Ca++) (ODOM et al., 2004). O aumento desse ion dentro da
célula leva a fusdo dos granulos que contém insulina, promovendo sua
secregao e consequentemente, aumento da concentracido desse horménio na
corrente sanguinea.

A suposta influéncia da suplementacao de creatina na maior secrecao

de insulina esta baseada na idéia do fechamento dos canais de K+ e alteracao
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da polaridade da membrana. A creatina induziria esse processo por alterar o
status energético celular, visto que sua suplementagao normalmente provoca a
queda na razao [PCr] / [Cr] refletindo num baixo status energético.

A insulina segue pela corrente sanguinea e ao atingir os tecidos alvos
promove o aumento da captagdo de glicose por aumentar a translocagao do
transportador de glicose para a membrana plasmatica.

A musculatura esquelética tem um papel importantissimo na
manutencdo da glicemia. Por representar aproximadamente 40 % do peso
corporal, chega a ser responsavel por 70 a 80% da captagao periférica de
glicose in vivo (DEFRONZO et al.,, 1981). Entdo, se a creatina for capaz de
aumentar a secregao de insulina, esse hormoénio pode provocar um significativo
aumento (~ 30 vezes) na captacao periférica de glicose (JAMES, 1995). Sabe-
se que o estimulo exercido pela insulina chega aumentar em 40 vezes a
concentragdo de GLUT-4 (transportador de glicose no musculo esquelético) na
membrana plasmatica celular (JAMES, 1995).

No entanto, a translocacdo de GLUT-4 ndao é mediada apenas por
insulina. A contragdo muscular é um dos grandes estimuladores da
translocacao desse transportador. De fato, duas populagdes distintas de
vesiculas de GLUT-4 foram identificadas nas células (PLOUG et al., 1998) e os
efeitos da insulina e da contragdo muscular sao aditivos, sugerindo que existem
vias distintas para ativar a translocagdo desse transportador (CORTRIGHT &
DOHM, 1997; HAYASHI et al., 1998).

HAYASHI et al. (1997) sugeriram que a elevagao na concentragcado de
calcio pela atividade contratil pode iniciar ou facilitar a ativacdo de moléculas ou

cascatas de proteinas sinalizadoras propiciando efeitos imediatos e
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prolongados do exercicio no transporte de glicose do tecido muscular. Dentre
essas proteinas encontra-se muito bem estabelecido o envolvimento da AMPK
(HAYASHI et al., 1998). Essa proteina pode ser considerada um sensor
metabdlico primario de carga energética celular (HARDIE et al., 1987; HARDIE
& CARLING, 1997; HARDIE et al, 1999), desativando e ativando vias de
consumo de ATP a depender da demanda metabodlica da célula. De fato,
WRIGHT et al. (2004), verificaram que tanto o célcio quanto o AMPK
encontram-se simultaneamente envolvidos com a estimulagdo do transporte de
glicose pela atividade contratil. A acdo da AMPK pode ocorrer agudamente via
fosforilacdo de enzimas metabdlicas ou cronicamente via efeitos na expressao
génica (HARDIE, 2000), enquanto sua regulacéo € dependente das relagdes
AMP / ATP e fosfocreatina / creatina.

Ha controvérsias, principalmente quando se trata de estudos realizados
em espécies diferentes (humanos e ratos), em relagdo ao efeito da
suplementacao de creatina e aumento na atividade da AMPK (JEOUNG-SUN
et al.,2005; OP'T EINDJ et al., 2005).

Portanto, se a suplementagcdo com creatina for capaz de interferir na
concentracéo de calcio intracelular ou na atividade da AMPK isso sugere mais
um mecanismo de acdo da suplementagdo de creatina na homeostasia da
glicose.

Tendo em vista todos os aspectos discutidos nessa revisao e analisando
as controvérsias apresentadas, o objetivo desse trabalho foi verificar a
influéncia da suplementacgao de creatina nos estoques de glicogénio muscular,
na sensibilidade a insulina e na captagéo de glicose em ratos submetidos ou

nao a atividade fisica por 4 e 8 semanas.
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2 Obijetivos

O objetivo desse trabalho foi verificar a influéncia da suplementacéo de
creatina nos estoques de glicogénio muscular, na sensibilidade a insulina e na
captacado de glicose em ratos submetidos ou nédo a atividade fisica por 4 e 8

semanas.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais

A amostra total do experimento foi composta por 80 ratos machos,
Wistar, adquiridos no Biotério Central do Instituto Butantd, com peso inicial
médio de 300g. Os animais foram levados para o Biotério do Laboratério de
Nutricdo Aplicada a Atividade Motora da Escola da Educacao Fisica e Esporte
da Universidade de Sao Paulo — EEFEUSP, onde eram mantidos em gaiolas
coletivas, 2 a 3 animais por gaiola, e tinham livre acesso a agua e ragao
comercial. Além disso, eram submetidos a ciclo claro / escuro invertido de
12/12hs com inicio as 7: 00 horas.

As analises descritas a seguir foram realizadas nesse laboratério.

Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética da

EEFEUSP sob protocolo de numero 110.

3.2 Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em 02 grupos, distribuidos de acordo com o
tempo do experimento, 4 ou 8 semanas. Cada grupo foi subdividido em 04
subgrupos: controle sedentario (CS); controle treinado (CT); suplementado
sedentario (SS); e suplementado treinado (ST). O que resultou em 10 animais

por subgrupo, conforme descrito na tabela 1.
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Tabela 1 Grupos experimentais
Subgrupos Semanas | Sigla
Controle Sedentario 4 CS4
Controle Sedentario 8 CS8
Suplementado Sedentario 4 SS4
Suplementado Sedentario 8 SS8
Controle Treinado 4 CT4
Controle Treinado 8 CT8
Suplementado Treinado 4 ST4
Suplementado Treinado 8 ST8

Antes da intervengdo os animais tiveram um periodo de 02 semanas de
adaptacao a racdo em po e ao meio aquoso. Na primeira semana, 0s animais
que seriam treinados, eram introduzidos ao meio aquoso sem sobrecarga.
Iniciava-se a semana com 20 minutos e terminava com 40 minutos. Na
segunda semana, dava-se inicio a adaptagao ao peso (1% do peso corpdreo) e
a variagao do tempo era mantida de acordo com a primeira semana.

Padronizamos segunda-feira como dia de inicio do experimento. Nesse
dia, os ratos eram pesados individualmente em balanca de precisao, antes que
entrassem na agua. Esse também, era o ultimo dia que os grupos exercitados
eram submetidos ao treinamento. Apds 4 e 8 semanas, na terga-feira, o teste
oral de tolerancia a glicose (OGTT) era realizado, ap6és um jejum de 12 h e o0
sacrificio ocorria na quarta-feira as 10:30 h. Desta forma, os animas tinham

acesso a ragao por um periodo de 24 h antes do sacrificio. (Figura 2).
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DESENHO EXPERIMENTAL

GRUPOS

CS4
SS 4

23

Treino na segunda-feira 4 (8:00 h)
Retirada da ragéo (20:00h)
OGTT na terga-feira 4 (8:00 h)

CT4
ST4

Cs 8
SS 8

Retorno da ragdo (10:00 h)
Sacrificio na quarta-feira 4
(10:30 h)

Retirada da ragao (20:00h)

CT8
ST 8

Semanas

Intervencgao

02 Semanas
antes da intervengéo
adaptagdo a ragdo em pé
(para o grupo suplementado
com creatina) e
ao meio aquoso
(para o grupo treinado)

Fig. 2 - Desenho Experimental

3.3 Treinamento dos animais

Retorno da ragdo (10:00 h)
Sacrificio na quarta-feira 8
(10:30 h)

Treino na segunda-feira 8 (8:00 h)

» | OGTT na terga-feira 8 (8:00 h)

O treinamento era realizado em sistema individual de natacdo para

animais, com controle de temperatura da agua, mantida por volta dos 31° C,

em cubas medindo 25cm de didmetro por 60cm de profundidade (Figura 4).

B

Fig. 3 — Cubas de treinamento

Conforme descrito anteriormente, as 02 semanas que antecediam o

inicio da intervencdo eram consideradas como periodo de adaptacdo ao meio
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liquido e a sobrecarga com peso. A partir da primeira semana do experimento,
para controle da intensidade do treinamento, era utilizada uma carga variavel
entre 2 e 5% do peso corpéreo do animal. O controle era realizado de forma
subjetiva na tentativa de manter os animais com o mesmo nivel de esforgo,
préximos do limiar anaerébio. O peso era colocado ataxado ao térax do animal

e ajustado semanalmente sempre no inicio de cada semana (Figura 5).

Fig. 4 — Peso e exercicio do animal

MCCLUNG et al (2003) consideraram que animais submetidos a 30
minutos de exercicio de natacdo com apenas 2% de peso corporal, 5 vezes na
semana, seria suficiente pra promover alteragdes da expresséo de proteinas no

musculo cardiaco.

3.4 Pesagem dos animais

A pesagem semanal era feita individualmente em balanga analitica de
precisdo sempre nas segundas-feiras. Nesse momento os animais estavam
secos e ainda ndo tinham sido submetidos a atividade fisica. O quadro com

todos os pesos esta em anexo.

3.5 Suplementacao de creatina
A suplementacdo de creatina consistiu na adicdo de creatina

monohidratada (PROBIOTICA), na ragdo comercial pulverizada (Labina /
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Purina), na concentracédo de 2% (2g de creatina monohidratada para cada 100g
de ragao). O grupo controle consumia a ragao sem adigdo do suplemento.

Tendo em vista que os dentes dos roedores poderiam crescer e
prejudicar a alimentacéo era disponibilizado, nas gaiolas, pedacos de madeira
para que esses pudessem desgastar seus dentes, visto que a ragao era
administrada na forma de poé.

A suplementacao de 2% de creatina na racédo tem sido utilizada por
diversos autores em estudos com animais (FERRANTE et al, 2000;

MCMILLEN et al., 2001; ROONEY et al.,2002 ; JEONG-SUN JU et al.,2005).

3.6 Teste de tolerancia oral a glicose (OGTT)

Para a estimativa da depuragéo sistémica de glicose, eram realizados
testes de OGTT. Para tal, conforme descrito anteriormente, os animais
permaneciam 12 horas em jejum, apds as quais recebiam, via gavagem, uma
solugéo de glicose a 10%, num total de 2g/kg de peso. As coletas de sangue
eram realizadas, pela veia caudal antes da administragdo da sobrecarga de
glicose, ponto zero, e aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds a gavagem. O sangue
coletado era analisado através do glicosimetro ACCU-CHEK Advantage I
(ROCHE). Com os valores da glicemia, era tragada a curva glicémica (ISHIDA
et al.,, 1996) e para interpretagcdo desse parametro houve o calculo da area

abaixo da curva conforme demonstrado por MATTHEWS et al., 1990.

3.7 Sacrificio

O sacrificio, conforme descrito anteriormente, era feito as 10:30 h da

manha, na quarta-feira, das respectivas semanas 4 e 8. Ocorreu por

25



26

decapitagdo e imediatamente o musculo gastrocnémio e o figado foram
retirados e congelados em nitrogénio liquido para posterior analise. Para
reduzir o estresse nos animais, cada animal foi levado individualmente para a

sala de sacrificio e a guilhotina era lavada com sabao entre as execugdes.

3.8 Analise do glicogénio muscular e hepatico

A analise do glicogénio era feita em 02 etapas: extragao e quantificagao.
3.8.1 Extracao (SJORGREEN et al., 1938)

As amostras de tecidos (musculo gastrocnémio e figado) foram pesadas
(0,265 + 0,015 mgq) e digeridas em tubos de vidro contendo solugédo de 30%
KOH (na raz&o de 0,250 g de tecido / 1 mL de solugdo), em banho fervente
(100 °C) por 60 minutos. Todos os tubos eram selados com bolas de vidro.

Apods este periodo foi adicionado, em cada tudo de ensaio, solugao
saturada de Na,SO, (na razao de 0,250 g de tecido / 1 mL de solugéo) e 3,5
mL de etanol a 70%, sendo os tubos agitados no vortex.

Novamente os tubos eram selados com as bolas de vidro e retornavam
ao banho Maria numa temperatura de 80 °C por 15 minutos. Apds esse
periodo, os tubos eram centrifugados, a temperatura ambiente, a 2000 rpm
durante 20 minutos. O sobrenadante era descartado e ao precipitado era
acrescentado mais 3,5 mL de etanol a 70%, sendo os tubos novamente
agitados no vortex.

Repetia-se o processo de centrifugacao e descarte do sobrenadante,
sendo adicionado 1 mL de agua destilada quente para ressuspender o

precipitado. A solugao desta vez era guardada para posterior leitura.
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3.8.2 Quantificacio (HASSID & ALBRAHAMS.,1957)

Solugdes de glicose (1,11 mmoL / L) foram feitas com diluigdes que
determinavam os padrdes para dosagem (Padrao A: 10 ug / mL; Padrao B: 20
ug / mL; Padréo C: 40 ug / mL; Padréao D: 60 ug / mL; Padrédo E: 80 ug / mL).

Amostras de 50 uL e 10uL (gastrocnémio e figado, respectivamente) da
solugdo proveniente da extracdo, eram adicionadas respectivamente a 950 uL
e 990ul de agua destilada e 2 mL de antrona (corante que se liga a glicose).
Para formar a solugdo “Branco”, o mesmo era feito com 1000 pul de agua
destilada e 2 mL de antrona; enquanto que as solugdes padrbes também eram
formadas a partir de 1000 uL de cada diluicdo padrao (A, B, C, D e E)
adicionados a 2 mL de antrona. As amostras eram agitadas no vortex e
permaneciam por 15 minutos em banho fervente. Em seguida, eram retiradas
do banho maria e levadas ao espectrofotobmetro (Dr. Lange CADAS 100), que
realizava a leitura com comprimento de onda de 650 nanémetros.

O espectro era zerado com o branco e as leituras das amostras eram
feitas em duplicatas.

Para o calculo do glicogénio era utilizado a média da leitura das
duplicatas e a formula a seguir:

[mg de glicogénio / 100mg de tecido] =

1 x {A(ML)+H20(mL)} x X { P(ug/mL)} x (Abs-branco) x 100
MT(mg) A(mL) >(Abs P-branco) 1000

Onde: MT = massa do tecido utilizado (peso mg)
A = Amostra
P =Padréo

S P =80 + 60 + 40 + 20 + 10 = 210ug/mL
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2.9 Analise estatistica

Para andlise das diferengas entre os grupos em relagdo aos fatores
glicogénio e peso, foram calculadas analises de variancia através do General
Linear Model.

Para as analises das médias de valores entre os pontos da curva do
OGTT, variagado de peso entre os grupos e area abaixo da curva, aplicou-se
teste de normalidade de Shapiro-Wilk para todos os dados, analise de variancia
(ANOVA) One-Way e teste post-hoc de Tukey.

O nivel de significancia adotado foi p< 0,05 e foram utilizados os
programas de computador Minitab e SAS, nas versbes 14 e 8,02

respectivamente.
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3 Resultados

Para a analise dos resultados alguns animais foram excluidos do estudo
devido as seguintes circunstancias: no teste do OGTT a diferenga nos valores
de glicemia entre os tempos 0 e 30 eram < 5; nas dosagens de glicogénio,
apresentavam valores “outliners” (20% acima do desvio padrdo do grupo)
indicados pelo préprio programa estatistico; ndo resistiram ao treinamento e
vieram a obito. Desta forma, o novo numero de animais em cada grupo esta

presente na tabela 2.

Grupos | CS4 | SS4 | CT4 | ST4 | CS8 | SS8 | CT8 | ST8

n 9 10 6 8 10 8 7 7

Tabela 2 Novos nimeros de animais por grupos. Grupos: Controle sedentario
semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado
semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8); Controle sedentario
semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado
semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).

3.1 Peso dos animais

Existia uma uniformidade de peso entre os grupos no inicio do estudo
(Figura 5), indicando homogeneidade. No decorrer do estudo, o ganho de peso
médio entre os grupos também foi similar (Figura 6), exceto para o grupo ST4
em relagdo ao SS4 que teve um ganho de peso significativamente menor

(Figura 7).
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Fig. 5 — Analise da média de peso e desvio padréo (g) entre os grupos no inicio do
experimento. Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario
semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado
semana 4 (ST4 / n-8); Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario
semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana

8 (ST8/ n-7).
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Fig. 6 - Curva de ganho de peso médio dos diferentes grupos. Grupos: Controle
sedentario semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle
treinado semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8); Controle
sedentdrio semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle

treinado semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).
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180.0
G OAP7/P1
8 ODAP11/P1
80.0 ~
30.0 ‘ ‘ ‘

CS4 SS4 CT4 ST4 CS8 SS8 CT8 ST8

Grupos

Fig. 7 - Variagdo de ganho de peso (g) e desvio padréo entre os grupos. Os valores
de peso dos grupos de semana 4 sao referentes a diferenca entre os pesos médios dos grupos
entre as semanas 7 e 1. Enquanto que os da semana 8, sado referentes a diferenca entre os
pesos médios da semana 11 e 1. Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9);
Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6);
Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8); Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10);
Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7);
Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).* Mostra a diferenca estatistica entre os grupos
ST4 e SS4 (p=0,006).

3.2 Glicogénio muscular e hepatico

Nao foram observadas diferengas significativas entre as concentragdes
de glicogénio muscular e hepatico nos diferentes grupos (Tabela 3; figuras 8 e
9). Como esse nao era um resultado esperado, diversos modelos de analise
foram montados reduzindo o numero de fatores na analise e mesmo assim nao

foram verificadas diferengas significativas.
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Grupo |Gastro.| DP+ | Figado| DP+ n Erro G. | Erro F.
CS4 | 0,348 | 0,11 3,090 | 0,84 9 0,01 0,09
SS4 | 0,367 | 0,08 | 3,500 | 0,39 10 0,01 0,04
CT4 | 0,403 | 0,06 | 3,204 | 0,73 6 0,01 0,12
ST4 | 0,327 | 0,08 | 2,911 0,46 8 0,01 0,06
Cs8 | 0,281 0,08 | 2,646 | 0,69 10 0,01 0,07
SS8 | 0,299 | 0,04 | 2,987 | 0,22 8 0,01 0,03
CT8 | 0,292 | 0,05 | 2614 | 0,34 7 0,01 0,05
ST8 | 0,330 | 0,02 | 2,680 | 0,30 7 0,00 0,04

32

Tabela 3 Valores de glicogénio expressos em mg de glicogénio / 100mg de tecido.

Gastro. (musculo gastrocnémio); Erro G. (erro médio padrdo para musculo gastrocnémio); Erro
F. (erro médio padrao para Figado); DP (desvio-padrdo). Grupos: Controle sedentario semana
4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4
(CT4 / n-6); Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8); Controle sedentario semana 8 (CS8
/ n-10); Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-
7); Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).

[mg / 100mg de tecido]

0.100

0.500 -

0.400 -

0.300 -

0.200 -

SS4 CT4

ST4 CS8

Grupos

SS8

CT8 ST8

0O Glicogénio muscular

Fig. 8 Concentragdes de glicogénio muscular e respectivos desvios-padrées nos
diferentes grupos. Valores expressos em mg de glicogénio por 100mg de tecido. Grupos:
Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10);
Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8); Controle
sedentario semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle
treinado semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).
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[mg / 100 mg de tecido]

1.500
Cs4 SS4 Cr4 ST4 CS8 SS8 CT8 ST8

Grupos

@ Glicogénio figado

Fig. 9 Concentragdes de glicogénio hepatico e respectivos desvios-padrées nos
diferentes grupos. Valores expressos em mg de glicogénio por 100mg de tecido. Grupos:
Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10);
Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8); Controle
sedentdrio semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle
treinado semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).

3.3 Correlacoes entre peso dos animais e as concentracoes de glicogénio
muscular e hepatico

Os gréaficos entre os pesos dos animais e as concentragcbes de
glicogénio muscular e hepatico mostraram que as correlagdes lineares séo
muito fracas entre esses dois fatores. Sugerindo que a relagdo peso e

glicogénio sao completamente independentes (Figuras 10, 11, 12 e 13).
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Fig.10 — Grafico de disperséo entre peso e glicogénio muscular nos grupos da
semana 4. Analise referente ao peso da semana 7, quando os animais foram sacrificados e
tiveram os tecidos retirados para analise. Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9);
Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6);
Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8).

Glicogénio hepatico [mg / 100 mg
de tecido]
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Fig.11 — Grafico de dispersdo entre peso e glicogénio hepatico nos grupos da
semana 4. Analise referente ao peso da semana 7, quando os animais foram sacrificados e
tiveram os tecidos retirados para analise. Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9);
Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6);
Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8).
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Fig.12 — Grafico de disperséo entre peso e glicogénio muscular nos grupos da
semana 8. Analise referente ao peso da semana 11, quando os animais foram sacrificados e
tiveram os tecidos retirados para analise. Grupos: Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10);
Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7);
Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).
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Fig.13 — Grafico de dispersao entre peso e glicogénio hepatico nos grupos da
semana 8. Analise referente ao peso da semana 11, quando os animais foram sacrificados e
tiveram os tecidos retirados para analise. Grupos: Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10);
Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7);
Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).
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3.4 Andlise do teste oral de tolerancia a glicose

Duas andlises distintas foram feitas com base nos valores do OGTT,
area sob a curva e analise da glicemia entre grupos nos diferentes minutos do
OGTT. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os grupos em

ambos os parametros.

11000.0
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=
=
S 9000.0 -
=

8000.0 +

7000.0 -

CS4 SS4 CT4 ST4 CS8 SS8 CT8 ST8
Grupos

Fig. 14 - Area sob a curva e os respectivos desvios-padrdes dos diferentes grupos.
Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentario semana 4 (SS4 /
n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8);
Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8);
Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).
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Fig. 15 — Curva glicémica dos diferentes grupos da semana 4. Valores expressos em
média + erro padrdo da média. Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9);
Suplementado sedentario semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6);
Suplementado treinado semana 4 (ST4 / n-8).
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Fig. 16 — Curva glicémica dos diferentes grupos da semana 8. Valores expressos em
média + erro padrdao da média. Grupos: Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10);
Suplementado sedentario semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7);
Suplementado treinado semana 8 (ST8 / n-7).
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Fig. 17 — Média da glicemia nos diferentes pontos da curva para todos os grupos do
experimento. Grupos: Controle sedentario semana 4 (CS4 / n-9); Suplementado sedentério
semana 4 (SS4 / n-10); Controle treinado semana 4 (CT4 / n-6); Suplementado treinado
semana 4 (ST4 / n-8); Controle sedentario semana 8 (CS8 / n-10); Suplementado sedentario
semana 8 (SS8 / n-8); Controle treinado semana 8 (CT8 / n-7); Suplementado treinado semana
8 (ST8/ n-7).
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4 Discussao

A nossa hipétese era que a suplementagcao de creatina fosse capaz de
aumentar o conteudo de glicogénio muscular e influenciar no teste de
tolerancia oral a glicose, principalmente nos animais submetidos a atividade
fisica. No entanto, apesar de nao confirmarmos a hipétese inicial, os nossos
resultados estdo de acordo com outros autores que nao observaram alteracées
na concentracdo de glicogénio muscular (ROONEY et al.,2002), captacao de
glicose (YOUNG & YOUNG, 2002) e alteracbes no teste oral de tolerancia a
glicose (NEWMAN et al., 2003).

A suplementagao de creatina na racéo (2 gramas de creatina por
100 g de ragéo) parece ser satisfatoria para promover aumento significativo na
concentracédo de PCr e Cr nos tecidos de ratos (MCMILLEN et al., 2001).
BRANNON et al. (1997) avaliaram o efeito da suplementacao de creatina (252
+ 8 mg / Kg de peso corporal) ao longo de 10 dias e verificaram aumento no
conteudo de creatina livre e na sua forma fosforilada nos musculos séleo e
plantar dos animais. MCBRIDE et al. (2002) observaram o efeito da
suplementacao de creatina (500mg / Kg de peso corporal / dia) ao longo de 4
semanas associada ou n&o ao treinamento e observaram aumento de creatina
total nos musculos dos ratos suplementados.

Sendo o transporte da creatina um processo saturavel, ou seja, que é
inibido por altas concentragdes de creatina dentro da célula e que adotamos
um periodo de suplementagao de 4 e 8 semanas (GUERRERO-ONTIVEROS,
et al., 1998), acreditamos que os estoques de creatina nos tecidos dos ratos
suplementados estavam, pelo menos, proximos ao seu limite maximo.

ROONEY et al. (2002) observaram aumento na concentragdo de creatina no
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pancreas de ratos em apenas 2 semanas de suplementagdo com 2% de
creatina na ragao.

E importante ressaltar que, se considerarmos que cada animal consome
uma meédia de 20g de ragao / dia e que a média de peso dos ratos durante o
experimento foi de ~410g, cada rato consumiu em média 97,5 mg de creatina /
kg do peso corporal. Se fizermos esse mesmo calculo para o protocolo
tradicional de suplementagdo em humanos que consiste em uma dose média
de sobrecarga de 25¢g / kg / dia por 5 dias consecutivos, acompanhados de 5g /
dia para dose de manutencgao, chegaremos a conclusao que proporcionalmente
ao peso, 0s animais consumiram 3 e 13 vezes mais creatina que os humanos,
na fase de sobrecarga e manutengdo, respectivamente. Essas doses sao
consideradas bem elevadas e dificimente ndo promoveriam o aumento da
disponibilidade de creatina para os animais.

Normalmente a incorporacao da creatina nos tecidos € acompanhada do
aumento de retencdo hidrica devido ao efeito do aumento da osmolaridade
intracelular. No entanto, ndo observamos ganho de peso significativo em
relacdo aos grupos suplementados com os nao suplementados. Isso sugeriria
que nao houve a incorporagao de creatina nos tecidos, no entanto, outros
autores também néo verificaram alteragdes significativas em relagdo ao peso
entre os grupos suplementado e ndo suplementados com creatina e isso foi
independente da sua incorporagdo nos tecidos. (YOUNG & YOUNG., 2002;

ROONEY et al., 2002; JEONG-SUN et al.,2005).
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Portanto, consideramos improvavel que a suplementagao de creatina na
racao tenha sido insuficiente para promover a incorporacado desta nos tecidos
dos animais.

No entanto, como ndo medimos esse dado, sabemos que existe a
possibilidade de n&o ter ocorrido aumento nos estoques de creatina livre e
fosfato nos ratos. JEONG — SUN et al. (2005) utilizando o mesmo protocolo de
suplementacdo e ratos da mesma raga, nao verificaram alteragoes
significativas nas concentragbes de creatina e creatina fosfato ap6s 3 semanas
de intervencao.

Considerando a diferenga significativa de ganho de peso entre os grupos
SS4 (suplementado sedentario 4) e ST4 (suplementado treinado 4),
poderiamos sugerir que a suplementacao de creatina exercesse efeito somente
em animais submetidos a atividade fisica por um periodo de 4 semanas. No
entanto, esse ndo pareceu ser um fator a ser levado em consideragao, visto
que nenhuma outra alteragdo péde ser observada no conteudo de glicogénio
muscular e nos testes de tolerancia oral a glicose.

O musculo escolhido para se analisar o glicogénio muscular foi o
gastrocnémio. Apesar de ser um musculo misto, sua caracteristica nos ratos é
a predominéancia de fibras musculares do tipo Il (28% de lla, 65% de llb) e
apenas 7% de fibras do tipo | (ARMSTRONG & PHELPS., 1984).
Normalmente, musculos com essas caracteristicas apresentam concentracdes
maiores de fosfocreatina e ATP que musculos com predominancia oxidativa
(Fibras do tipo I). MCMILLEN et al., 2001, apds a suplementacéo de creatina,
mostraram um incremento significativo de 20% no conteudo de creatina total

no musculo gastrocnémio e ndo observaram nenhuma alteragdo no séleo.
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BRANNON et al., 1997 confirmaram esse achado, ao administrar creatina por
24 dias a ratos submetidos a atividade fisica. Eles observaram um incremento
significativo na concentragdo de creatina total no musculo plantar, também
predominante nas fibras musculares do tipo Il, e ndo observaram nenhuma
diferenca significativa no séleo. Dados, em relagdo ao musculo plantar, que
também estdo de acordo com os obtidos no estudo de YOUNG & YOUNG
(2002). E importante salientar que as fibras musculares do tipo Il sdo as que
possuem maior quantidade de glicogénio no repouso.

Por essas caracteristicas do musculo gastrocnémio, acreditavamos que
ele seria o ideal para analisar o glicogénio muscular. No entanto, nenhuma
diferencga foi observada entre os grupos do estudo. A idéia de dividir o musculo
gastrocnémio em sua porgdo glicolitica e oxidativa, para aumentar a
confiabilidade da analise, ndo nos pareceu necessaria, visto que outros autores
que realizaram esse protocolo ndo encontraram resultados significativamente
diferentes entre as partes (OP’T EIUNDE et al., 2001). Além do que, se
observarmos o musculo como um todo, veremos que ele é constituido em 93%
de fibras musculares do tipo Il.

Um fator que merece atencdo é que apesar das fibras musculares do
tipo Il apresentarem maiores concentragdes de glicogénio que as fibras do tipo
| no repouso, elas também sido mais susceptiveis a glicdlise quando ha
aumento da demanda energética. Ou seja, apesar do estoque de glicogénio ser
maior, a degradagao também ocorre de maneira mais rapida. A atividade da
fosforilase (enzima responsavel pela degradagéo do glicogénio) nas fibras do
tipo 1lb (8,8 U / g) e lla (5,8 U / g) € aproximadamente o triplo e o dobro,

respectivamente, da fosforilase das fibras do tipo I (2,8 U / g) (ESSEN et al.,
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1976). Isso é importante se levarmos em consideragdo que no momento do
sacrificio dos animais, quando os musculos eram retirados para posterior
analise, nenhuma anestesia era aplicada, levando, algumas vezes, a
contracdes musculares por espasmos apos o sacrificio. Supostamente, esses
espasmos poderiam influenciar nos estoques de glicogénio muscular, pelo
aumento da demanda energética, alterando a verdadeira concentragdo de
glicogénio. Resta saber se a administracdo da anestesia, usada comumente
em outros estudos, poderia evitar essas contragcdes e reduzir o estresse ao
animal, fazendo com que a concentragdo do glicogénio se mantivesse mais
estavel.

Contraditoriamente a idéia de o gastrocnémio ser o melhor musculo para
avaliar os estoques de glicogénio, OP’'T EIUNDE et al., 2001 sugeriram que
altissimas doses de creatina (5 g / kg de peso) por 5 dias fosse mais eficiente
em aumentar os estoques de creatina no musculo sbéleo do que no
gastrocnémio, e que, inclusive nesse ultimo, s6 se observou diferenga na sua
por¢cao vermelha (oxidativa) quando comparada ao controle. A explicagdo para
essa hipdtese era que o Ku do transportador de creatina fosse menor no
musculo séleo (oxidativo) que quando comparado ao extensor digitério longo
(glicolitico) (WILLOTT et al., 1999) exigindo uma concentragdo menor de
creatina circulante para promover maior incorporacéo nessas células.

Em relagdo a concentragdo de glicogénio no figado, ndo encontramos
nenhum trabalho que tivesse verificado sua concentragdo sob influéncia da
suplementacdo de creatina. Ele poderia aumentar pelo mecanismo descrito
anteriormente, referente ao aumento da captagdo de glicose, assim como

poderia reduzir visto que o aumento na fosforilagdo da AMPK (proteina quinase
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ativada por 5’AMP) tem sido associada a redugdo da atividade da enzima
glicogénio sintase, apesar desse fato ter sido encontrado apenas em musculos
de ratos (WOJTASZEWSKI. 2002). O efeito da fosforilagdo da AMPK nas
concentragbes de glicogénio parece ser dependente dos estoque prévios de
glicogénio.

WOJTASZEWSKI et al. (2002) verificaram em ratos, com diferentes
concentragbes de glicogénio muscular, a ativagdo da AMPK mediada pela
AICAR (5-Aminoidazole — 4 — Carboximide — 1 Beta —D — Ribofuranoside). A
AICAR é um ativador da AMPK no repouso. Assim que entra na célula, é
fosforilada a ZMP (5-Aminoidazole — 4 — Carboximide — 1 Beta -D -
Ribofuranotide) um nucleotideo que mimetiza o AMP (Adenosina
5'Monofosfato), conhecido por ativar a AMPK. De fato os autores observaram
que a ativagao da AMPK também era dependente do tipo de fibra muscular, se
mostrando mais ativa na seguinte proporgédo: porgdo branca do musculo
gastrocnémio > porgédo vermelha do musculo gastrocnémio > no séleo. Além
disso, verificou-se que atividade da AMPK era significativamente menor em
fibras que apresentavam alta concentragao de glicogénio muscular em relagao
as que apresentavam baixa e que o efeito da AICAR, na fosforilacdo da
AMPK, enzima glicogénio sintase e na captacdo de glicose eram
significativamente menores em musculos com alta concentragéo glicogénio.

A ativacdo da AMPK pela suplementagdo de creatina é controversa.
Alguns estudos sugerem que a suplementacdo realmente ative a AMPK
(JEONG-SUN et al.,2005) enquanto outros ndo observam nenhuma relagao

desse fendbmeno (OP’'T EIJNDE et al., 2005).
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Parece fazer sentido que a queda na relagao fosfocreatina / creatina na
célula, promovida pela suplementagao de creatina, altere o status energético e
ative a AMPK que consequientemente aumentaria a translocacdo do GLUT-4 e
promoveria maior captagdo de glicose pela célula. No entanto, a acdo da
AMPK na captagdo de glicose parece estar sujeita a interferéncia de outros
fatores como a concentragao de glicogénio na célula.

Esses dados apontam a necessidade para que nos estudos que
investigam o efeito da suplementagcédo de creatina na captagcéo de glicose,
sejam feitas anadlises da concentragdo preliminar de glicogénio. Além de
sugerir que sejam realizadas investigagbes do efeito da suplementacéo de
creatina na AICAR e ZMP.

Isso nos levou a refletir se o treinamento foi suficiente para alterar as
concentragbes de glicogénio muscular nos animais. Muito provavelmente, no
decorrer do experimento a atividade proposta tinha a intensidade que
promoveria tal efeito, no entanto, questionamos se apenas a segunda-feira de
treinamento, apds o periodo de 5 dias em repouso (sabado, domingo, segunda,
terca e quarta-feira antes do sacrificio), seria suficiente para manter as
concentragbes habituais dos estoques de glicogénio muscular entre o grupo
treinado e sedentario. HOST et al. (1998) demonstraram que a elevagao do
GLUT-4 mediado pelo exercicio fisico crénico é revertido apds dois dias de
interrupcado do treinamento. Além disso, acreditamos que se houvesse uma
degradacéao significativa do glicogénio muscular na segunda-feira, talvez isso
pudesse influenciar no teste oral de tolerancia a glicose realizado na terga feira.
Os ratos treinados apresentariam uma maior captagédo de glicose e diferengas

significativas seriam encontradas no OGTT, fato que n&o ocorreu.
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Em relagdo ao OGTT, cabem outros questionamentos. Alguns autores
tém utilizado um intervalo mais curto entre as coletas de sangue. Em alguns
trabalhos, percebemos que as principais diferengas encontradas na glicemia
ocorriam nos primeiros 20 minutos de teste. Ou seja, apds a administragdo de
glicose percebeu-se pico de glicemia entre 10 e 20 minutos (CARR et al., 2003;
ROONEY et al., 2002). Isso nos sugere que o intervalo de 30 minutos talvez
seja muito longo para a analise em animais. Contraditoriamente, KANDA et al.,
conseguiram encontrar diferengas significativas em ratos mesmo apds 300
minutos a administragdo de glicose.

Esse € o primeiro estudo em animais que estabelece uma relagao entre
a suplementagao de creatina na captacao periférica de glicose e estoques de
glicogénio muscular em ratos submetidos ou ndo a treinamento aerobio por
diferentes periodos, 4 e 8 semanas. Mais estudos sao indispensaveis para
verificar o verdadeiro efeito da suplementacdo de creatina na captacdo da
glicose e por quais mecanismos iSso ocorre.

Tendo em vista os aspectos discutidos, concluimos que no protocolo
adotado, a suplementacdo de creatina nao foi capaz de alterar a homeostasia

de glicose em ratos submetidos ou ndo a atividade fisica por 4 e 8 semanas.
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5 Conclusoes

A suplementacéo de creatina (2% da rag&o) nao foi capaz de aumentar
o conteudo de glicogénio muscular nem melhorar a captagao periférica de
glicose, em ratos submetidos ou n&o a atividade fisica por 4 e 8 semanas. Com
base nos resultados conflitantes da literatura, sugerimos que mais estudos com
esse objetivo sejam realizados. Enfatizamos ainda que sejam realizadas

investigacdes do efeito da suplementacgao de creatina na AICAR e ZMP.
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7 Anexos
Grupos| CS4 SS4 CT4 ST4 CS8 SS8 CT8 ST8
P.
Inicial | 325,8 | 333,3 | 330,8 | 320,8 | 332,9 | 343,8 | 326,0 | 328,4
DP+ | 49,8 415 52,7 32,7 48,9 37,5 414 36,4
n 9 10 6 8 10 8 7 7
E.P+ 55 4.1 8,8 4.1 49 4,7 5,9 5,2

Tabela com o peso médio dos grupos o desvio padréo (D.P) e o erro

padrao(E.P). Valores expressos em gramas.

CSs4 326 340 367 384 401 420 431
SS4 333 348 374 388 408 428 441
CT4 331 351 371 387 401 418 428
ST4 321 334 350 357 369 384 395
CS8 333 348 378 396 416 424 436
SS8 344 353 378 396 415 419 428
CT8 326 336 364 377 393 409 417
ST8 328 344 369 379 395 413 423
Semanas 1 2 3 4 5 6 7
CS8 451 455 460 479
SS8 446 452 455 462
CT8 436 438 450 457
ST8 435 449 456 464
Semanas 8 9 10 11

Tabela com os pesos medios dos grupos no decorrer da semanas. Valores
expressos em gramas.

Grupos | CS4 SS4 CT4 ST4 CS8 SS8 CT8 ST8
APeso| 104,9 | 1076 | 96,8 74,1 146,3 | 118,5 | 130,7 | 135,3
D.P+ 49,3 36,1 42,8 31,7 47,8 43,4 29,2 34,8
n 9 10 6 8 10 8 7 7
E.P+ 5,48 3,61 7,14 3,97 4,78 5,42 4,17 4,97

Tabela da variagao de peso entre os grupos. Para os grupos da semana 4,
diferenca entre a média do peso 7 e peso 1. Para os grupos da semana 8
diferenca entre os pesos da semana 11 e semana 1. Valores expressos em
gramas. N- numero de animais por grupo; DP — Desvio Padrao; EP — Erro
médio padrao.

Grupos | CS4 SS4 CT4 ST4 CS8 SS8 CT8 ST8
Area | 8625,0 | 8698,5 | 8702,5 | 8610,0 | 9661,5 | 9391,9 | 8652,9 | 9259,3
D.P+ | 563,6 | 731,7 | 818,0 | 7824 | 850,3 | 790,8 | 587,8 | 1147,6

n 9 10 6 8 10 8 7 7
E.P+ 62,6 73,2 | 136,3 | 97,8 85,0 98,8 84,0 | 163,9

Tabela com valor das areas médias dos grupos no OGTT. Valores expressos
em mg /dl/ min.
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