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RESUMO

A suplementagdo de creatina tem sido amplamente utilizada entre atletas e
praticantes de atividade fisica com o intuito de melhorar o rendimento em atividades
fisicas de alta intensidade. O objetivo deste frabalho foi avaliar a influéncia da
suplementagéo de creatina sobre a conceniracdo sanguinea de lactato, © conteddo
de glicogénio muscuiar (soleo e figado) e hepético de glicogénio além das atividades
maximas das enzimas citrato sintase e fosfofrutoquinase {sbleo e gastrocnémio) em
ratos submetidos a atividade intermitente acima do limiar metabdlico anaerdbico. Os
animais foram divididos em 2 grupos, controle (CTL) e suplemento (SPL), e apds 5
dias de suplementagdo (0,3g/kg de peso), 05 mMEsSMOS foram submetidos a &
repeticdes de 30 segundos de natacao acima do limiar metabdlico anaerdbico. As
concentracdes de lactatc sanguineo mostraram-se significativamente menores
{p<0,05) para © grupo SPL nas repeficies 3,45 e 6. N&o foram enconiradas
diferencas entre os grupos para o conteldo de glicogénio e atividade maxima das
enzimas em nenhum dos tecidos analizados. Sugerimos que a ressintese aumentada
de creatina fosfato em periodos de repouso bem como a maior disponibilidade do
contetdo total de creatina poderiam, em ultima analise, tamponar o acumulo de ADP
e H*, gerando menor dependéncia da glicdlise anaerdbica e em consequéncia, a
menor concentracio de lactato observada.

ix



ABSTRACT

influence of Creatine Supplementation on Blood Lactate Concentration in Rats
Submitted to Intermittent Swimming Exercise Above the Metabolic Anaerobic
Threshold.

Creatine supplementation has been spread out among athietes and physical aclive
people with the purpose of improving performance during high intensity exercises. The
aim of this study was to evaluate the influence of creatine supplementation on blood
|actate concentration and glycogen content (liver, soleus, and gastrocnemius) and
maximal enzyme activity — phosphofructokinase and cytrate synthase (soleus,
gastrocnemius) in rats submifted to intermittent swimming exercise above the
metabolic anaerobic threshold. Animals were divided in two groups, control {CTL} and
supplement (SPL), and after 5 days of creatine supplementation (0,3g/kg BW), all
animals performed 6 bouts of 30s swimming exercise above the metabolic anaerobic
threshold. Blood lactate concentrations were significantly lower (p<0,05) for the SPL
group on bouts 3,4,5, and 6. No differences were observed for any other parameter
analyzed between groups. The possible mechanisms responsible for the lower blood
lactate concentration are greater availability of total creatine content and increased
creatine phosphate resynthesis during rest periods, thus buffering H' ions and ADP
accumulation, which could reflect in lesser reliance on anaerobic glycolysis with lower
lactate production.



1, INTRODUCAO

Varios s&0 os motivos pelos quais os individuos sdo levados a pratica de
stividades fisicas. Alguns o fazem visando melhora da salde ou prevencao de
doengas, outros pelo fator estético vinculado as adaptacbes oriundas desta pratica e
finalmente tem-se os atletas, os quais tem como principal objetivo © desempenho
maximo em competicbes esportivas.

Com a crescente necessidade de se melhorar o desempenho de atletas, cada
vez mais tenta-se criar estratégias para a mudanga da composicao corporal ou
alteraciao do metabolismo destes individuos a fim de se obter melhor rendimento.

Uma grande variedade de produtos contendo os mais diferentes nutrientes sao
introduzidos no mercado freqilentemente. Entre eles, podemos destacar a creating, a
qual atualmente, & amplamente utilizada seja por atletas ou simplesmente por
individuos engajados na pratica regular de atividade fisica.

Mesmo com o avanco nas pesquisas, ainda existem questionamentos sobre 0s
verdadeiros efeitos da suplementag@o de creatina na dieta de atletas ou individuos
ativos, de forma que o uso indiscriminado desta substancia gera preocupagac na
comunidade cientifica com relagdo aos seus reais efeitos.

Varias modalidades esportivas exigem periodos intermitentes de exercicios em
alta intensidade, com intervalos de recuperagdo variados entre estimuios
subseqientes, onde a capacidade de recuperar-se é essencial para 0 sucesso nas
préximas execugdes do mesmo exercicio.

A adenosina tri-fosfato (ATP) é a fonte imediata de energia disponivel para a
manutencdo da homeostase da célula muscular e de sua funcao contratii. Sua
concentragdo absoluta no muasculo esquelético € extremamente fimitada
(aproximadamente 24 mmol/Kg de musculo seco), sendo esta insuficiente para suprir
a demanda energética durante ¢ exercicio (GREENHAFF et al,, 1998).

A manutencdo da oferta de energia, e portanto a continuidade do exercicio,
ocorre através da ressintese de ATP, determinada pelo equilibrio dinamico entre as

suas {axas de consumo e sintese, por meio de diferentes sistemas.



No exercicio realizado com intensidade acima do limiar anaerGbio {ou de
intensidade supra-limiar anaerébio), & demanda energética € extremamente alta,
superior a 11 mmol ATP/Kg muscule seco/seg (GREENHAFF et al.,, 1998). Nestas
circunstancias, a ressintese de ATP ocorre preferencialmente através de mecanismos
anaerobios ou imediatos (degradacfo de creatina fosfato e a hidrolise de glicogénio a
lactato), e seus produtos finais (lactato, ions H™) determinam a fadiga.

Recentemente tem sido atribuido & suplementacdo de creatina, um efeito
ergogénico para atividades intermitentes de alta intensidade. Supde-se gue isto se dé
através da ressintese aumentada de creatina fosfato (CP) em periodos de
recuperacdo e pela maior disponibilidade de creatina fosfato ao iniciar a atividade
além da menor acidose intracelular que é gerada pelo acimulo de ions H*. Alguns
trabaihos demonstram a melhora do desempenho em atividades desta natureza a
partir da suplementacio de creatina, porém poucos séo os que buscam verificar a
origem metabolica deste efeito.

1.1 Histoérico

A creatina, ou acido metil guanidino acético, uma amina nitrogenada, € um
constituinte natural encontrado em alguns alimentos. Esta foi descoberta em 1832
pelo pesquisador francés Miguel Eugene Chevrul, o0 qual extraiu um novo constituinte
a partir de amostras de carne e o chamou de creatina. Mais tarde em 1847, Justus
von Liebig confirmou a ocorréncia regular de creatina como constituinte de came
animal. Ja em 1880, foi encontrada na urina uma substancia chamada de creatinina,
a ser mais tarde reconhecida como derivada da creatina, tratando-se da sua forma
degradada a ser excretada (BALSOM et al., 1994).

Em 1912 e 1914, apesar da dificuldade na extragdo da creatina a partir de
carne fresca, Folin e Denis ja estudavam os efeitos da suplementacéo de creatina no
contetido total de creatina (TCr) em gatos, verificando aumento de até 70% no
mesmo.

A creatina fosfato, sua forma fosforilada, foi descoberta em 1927 por Fiske &

Subbarow em gatos, os quais verificaram a diminuigdo do seu contetudo ao final de

fRe]



uma sessdo de eletro-estimulacéo, vindo a reaparecer apenas durante ¢ pericdo de
recuperacao subseguente.

Creatina quinase (CK) (E.C. 2.7.3.2) enzima que catalisa a hidrolise da
creatina fosfato foi descoberta em 1934, e em 1968 com © advenio da iécnica de
biépsia muscular para exiracac de amostras de tecido muscular em humanos,
pesquisadores suecos investigaram o papel da creatina fosfatc na recuperacao do
exercicio (WILLIAMS et al., 1899).

Atualmente, a ressonancia magnética nuciear tem sido bastante utilizada para
o estudo da dindmica da creatina fosfato na musculatura esquelética por se fratar de
um método ndo invasivo. Entretanto, desde 1940 ja se ‘teorizava que a
suplementacac de gelatina, a qual € composta em 25% por glicina, um dos trés
aminoacidos envolvidos na sintese de creatina, possuiria efeito ergogénico,

possivelmente atraves do aumento do contetido muscular de creatina fosfato.

1.2 Valores de referéncia_da concentracdo de creatina e sua
distribuicdo

A creatina é encontrada em 95% do seu conteldo na musculatura esquelética,
e dos 5% restantes, a maior parte pode ser encontrada no coragao, cérebro e
testiculos. Na musculatura esquelética, creatina fosfato constitui cerca de dois tergos
do TCr.

Mais recentemente, tem-se definido que o TCr no corpo humano & de
aproximadamente 120g, e no masculo esquelético ela estd presente numa
concentracdo de aproximadamente 125 mmol/Kg de musculo seco, podendo variar
entre 100 e 160mmoi/Kg de miscuio seco (GREEN et al., 1996). Ela é encontrada de
forma abundante em fibras musculares de contragdo rapida, apresentando
concentragdes cerca de 45% e 55% maiores do que em fibras musculares de
contracao lenta e cardiacas respectivamente (GREENHAFF, 1996a).

Nao existem evidéncias que sugiram a existéncia de diferencas no TCr entre
homens e muiheres (REHUNEN et al., 1980). J& com relagédo ao envelhecimento,

também nio se verificou diferenca no TCr, embora os idosos apresentassem menor

-
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contetido de creatina fosfato @ maior contetdo de creatina na forma livre quando
comparado com individuos mais jovens. Isto se deve possivelmente ao estado de
inatividade fisica comumente observado na populacdo idosa, pois em um grupo de
idosos submetidos a treinamento, os valores de TCr, creatina fosfato e creatina livre
se aproximavam bastante aos observados nos individuos mais jovens (MOLLER et
al., 1980).

1.2.1 Populacdes especiais

Uma populagdo que apresenta alteragbes nas concentracdes normais de
creatina sdo os vegetarianos, DELANGHE et al. (1989) relatam menor TCr para esta
populacgo, uma vez que estes dependem quase que exciusivamente da sintese
endoégena devido ao baixissimo consumo de creatina na dieta como consequéncia da
restricdo da ingestao de carne.

Algumas doencas podem acarretar em anormalidades no TCr, BALSOM et al.
(1994) citam que no comego do séculc observou-se menor retencio de creatina em
pacientes portadores de doengas musculares quando comparados com individuos
normais. Menores contetdos de creatina fosfato e creatina livre do que os normais
foram observados em pacientes com doengas muscuiares, artrites reumatdides,
fibromiaigias e portadores de doencas circulatérias cronicas ou agudas além de

portadores de problemas respiratorios.

1.3 Alimentos fonte de creatina

Como visto anteriormente, a creatina & encontrada primordialmente na
musculatura esquelética de vertebrados, portanto a principal fonte s&o os peixes e
carnes vermeihas. BALSOM et al. (1994) citam a existéncia de tragos de creatina em
algumas plantas. Segundo WILLIAMS et al. (1999) encontra-se de 3 a 5g de creatina
por Kg de peixe cru ou carne vermelha. Entretanto, o processo de cozimento pode
acarretar na degradacédo de parte desta creatina. Portanto, o contelido de creatina
disponivel em alguns alimentos pode estar vinculado ao método de preparo do

mesmo.



1.4 Caracteristicas metabdlicas

1.4.1 Absorcdo intestinal e captagdo pelo tecido muscular

Segundc CLARK (1996) a creatina consumida oralmenie & absorvida intacla
pelo epitélic intestinal, entrando na circulacao sem sofrer qualquer acio da secregao
4cida gastrointestinal durante o processo digestive.

Depois de absorvida, a creatina plasmatica é distribuida para varios tecidos,
principalmente para a musculatura esquelética como citado anteriormente. Segundo
CLARK (1998) a concentragdo celular de creatina é dependente da capacidade da
célula em assimilar a creatina plasmatica uma vez que ndo existe sintese da mesma
no tecido muscular. Dois s3o os mecanismos propostos para explicar aitas
concentracdes de creatina muscular. O primeire estaria relacionado com © transporte
da creatina para dentro do musculo por um processo ativo saturavel sodio
dependente especifico e segundo pelo aprisionamento de creatina dentro do musculo
(FITCH et al., 1966). Estes mesmos autores citam ainda que a creatina enira no
musculo ativamente contra um gradiente de concentrago, possivelmente envolvendo
a interagdo da creatina com um sitio especifico de membrana que reconheceria o
grupamento aminico especifico (GREENHAFF, 1897). GREENHAFF et al. (1996c)
citam a identificacdo de um transportador especifico de creatina no cérebro e em
musculos esquelético e cardiaco de ratos.

Alguns autores sugerem que a captac@o da creatina pelo musculc possa ser
mediada pela insulina. GREEN et al. (1996) observaram que a ingestdo de
carboidratos (95g) durante o periodo de suplementacéo de creatina (5g) provocou
aumento na retencdo desta, provavelmente devido a agao da insulina liberada pelo
aumento na concentracdo de glicose, aumentando a captacéo de creatina. HARRIS
et al. (1992) demonstraram que a captagdo de creatina ¢ aumentada quando se
executa um exercicio submaximo antes da ingestéo de creatina. Sugere-se que este
aumento na captacdo esteja relacionado ao aumento na sensibilidade a insulina
provocado pelo exercicio, uma vez que na presenca deste hormodnio observa-se a

captagdo aumentada de creatina em musculo esquelético de ratos, e guando
5



combina-se o exercicio submaximo e a suplementago de creatina a ingestdo de
carboidratos, n&o observa-se nenhum efeito somativo, sugerindo que a agdo do
exercicio estaria mascarada pela ingestao de carboidratos (GREEN et al., 1996).

1.4.2 Sintese

Além de estar presente na dieta, ela também é sintetizada endogenamente no
figado e pancreas, & uma vez que cerca de 95% do seu conteldo se encontra no
musculo, existe uma separacgdo entre sua biosintese e utilizacdo (BALSOM et al,
1994).

A sintese enddgena de creatina envolve duas reagbes sucessivas as quais
dependem de duas enzimas. A primeira reacdo & catalisada pela enzima glicina
transaminase (E.C. 2.6.1.4), a qual promove a transferéncia reversivel de um
grupamenio aminico oriunde da arginina para a glicina, formando o acido
guanidinoacetico. A segunda reac@o envolve a transferéncia irreversivel de um grupo
metil proveniente da S-adenosiimetionina catalisada pela enzima guanidinoacetato
metiltransferase (E.C. 2.1.1.2), resultando na metilagdo do guanidinocacetatc e na
formacio da creatina (GREENHAFF et al, 1996b). A Figura 1 mostra as vias

bioquimicas da sintese de creatina.

1.4.3 Excre¢éo

BRODY (1994) cita que cerca de 1,6% do TCr é degradado diariamente de
forma espontdnea (ndo enzimatica), gerando creatinina. Esta creatinina entra na
circulagdo sanguinea e é excretada pelos rins na urina.

Estimando-se um individuo com peso corporal de 70Kg com TCr de
aproximadamente 120g, a quantidade de creatina degradada a creatinina
corresponderia a aproximadamente 2g por dia (BALSOM et al., 1994), entretanto este
valor pode variar consideravelmente dependendo da massa muscular do individuo em
questao.



L ONG et al. (1990) citam que a concentracdo de creatinina excretada pode
aumentar em resposta ao exercicio intenso. Esta creatina e reposta no organismo

através da sintese endégena ou de fontes exdgenas como j& vimos.

DIETA SANGUE MUSCULG, CORAGAC B CEREBRO
CREATINA |7 CREATINA CREATINA-P ‘:_7’ <> CREATINA
URINA 0% ADP  ATP g9

f 4 CREATININA %
REATINA ~
¢ & |
CREATININA 2/ dia ’ CREATINA
FIGADO &
SERINA +
\ Glicina transaminase Guanidino acetate metil transferasre

— Gucmﬁ GUANIDING ACETATO ————# CREATINA

ARGININA 5 > ORNTIINA
TREA ‘L

ARGININO-SUCCINATO & CTTRULINA METIONINA

Figura 1. llustracéo das vias bioquimicas de sinfese de creatina (Modificado de
GREENHAFF et al., 1996b).

1.5 Metabolismo enerqgético

Durante o exercicio realizado com intensidade acima do limiar anaerdbio
(intensidade supra-limiar) a manutencéo da demanda energética & realizada por
mecanismos nao oxidativos - degradacdo de fosfagénios (CP), glicogendlise e
glicélise - ocorrendo elevada ativacéo de fibras musculares do tipo It (SKINNER et al,,
1980).

A produgdo de energia através do metabolismo anaerdbio, no qual as vias
ATP-CP e glicolitica atuam conjuntamente, & essencial para a manutengao da
atividade de alta intensidade, na qual a demanda de adenosina trifosfato (ATP) €
maior do que a capacidade de producao pela via aerobia.



A taxa em que as vias anaerdbias produzem ATP sao determinantes para o
desenvolvimento e manutencéo de uma atividade de alta intensidade. Alguns estudos
tentam estimar a capacidade de provis&o de ATP pelas vias anaerdbias. Isto é feito
através de dosagens de substratos e de alteracGes metabdlicas em amostiras
colhidas por técnica de bidpsia muscular apés uma atividade intensa e de curia
duraco (GREENHAFF et al., 1996b). A Tabela 1 mostra 2 produgao de ATP de cada
via anaerébia reiativa a duracio da estimulagao.

Pode-se observar que a taxa de produgdo de ATP pelas vias anaercbias
declina com o prolongamento da atividade, e ambas as vias sdo ativadas
simultaneamente com o inicic da atividade, atingindo contudo, seus picos em
momentos diferentes.

O ponto de maior produgéo de ATP por ambas as vias (ATP-CP e glicolise) em
atividades maximas ou proximas do méaximo acontecem nos 10 segundos iniciais de
exercicio. Com 30 segundos de atividade, os estoques de creatina fosfato ja se
encontram bastanie reduzidos e a via glicolitica tem sua atividade diminuida em
aproximadamente 50% quando comparado aos 10 segundos iniciais.

Tabela 1. Taxa de producdo de ATP a partir de creatina fosfato e glicolise durante

acdo muscular maxima em humanos.

Producao de ATP (mmol.s” Kg™)

Duracéo do estimulo (s) ATP-CP Glicolise
0-1.3 8.0 2.0
0-26 7.5 4.3
0-5.0 5.3 44
0-10 42 45
10 - 20 22 45
20 - 30 0.2 2.1

Modificado de GREENHAFF et al,, (1996b).



1.5.1 Via ATP-CP

A via ATP-CP, ou seja, a mobilizacio de fosfagénios € o mecanismo mais
simples para a geracao de ATP. Ela ocorre através de uma reacdo que nao requer a

utilizacgio de O e pode ser escrita da seguinte forma:
CP + ADP + H* 5, ATP + creatina

A creatina & necessaria para a formacao de creatina fosfato na mitocdndria, a
gual & utilizada na ressintese de ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) no citosol.
Observa-se portanto, uma troca constante de creatina entre o citosol e a mitocdndria;
esse mecanismo de ressintese de ATP citosdlico e mitocondrial bem como a
estabilizagdo do conteldo de creatina fosfato no citosol é assegurada pela langadeira
creatina fosfato, mantendo a disponibilidade de ATP intraceiular e tamponando ©
acumulo de ions de hidrogénio durante a atividade. A Figura 2 ilustra a langadeira
creatina fosfato.

Creatina » Creatina

ATP ATP jv .
ADP
CK
ADP
Creatina-P

Creating -P 4—

(Ligada a miofibrila) Mitocéndria

Figura 2. liustracdo da lancadeira creatina fosfato (BRODY, 1994).

Ambas as reacdes da via ATP-CP, como podemos ver na figura 2 sao
catalisadas pela enzima creatina quinase (E.C. 2.7.3.2): a conversao da creatina
fosfato ligada a miofibrila para creatina com consequente ressintese de ATP, e a
ressintese de creatina fosfato na mitocdndria a partir da formagdo de ADP.
BESSMAN et al. (1890) citam que a creatina quinase (E.C. 2.7.3.2) & encontrada em
varios sitios de utilizagdo de ATP, tais como reticulo sarcoplasmatico e ribossomos,
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existindo uma forte interacio entre creatina quinase (E.C. 27.3.2) e 08 sitios de
utilizacdio e producéo de ATP, onde o produto de um & usado como substrato psio
outro. Por exermnplo, no sitio mitocondrial, o ATP nascente produzido pela fosforilacao
oxidativa mitocondrial tem acesso mais favoravel a creatina quinase (E.C. 2. 7.3.2)
mitocondrial para a ressintese de creatina fosfato do que 0 ATP extra-mitocondrial. Ja
nos sitios miofibrilares, o ATP produzido a partir da refosforilagao do ADP pela agéo
da creatina quinase (E.C. 2.7.3.2) na creatina fosfato tem maior acessc a ATPase
micfibrilar do gue o ATP oriundo de outros sitios celulares (BESSMAN et al, 1990},
Aiguns autores atribuem a creatina, um papel de acepior de ATP mitocondrial,
exercendo algum tipo de regulagio na sua produgao (MEYER et al., 1984).

1.5.2 Via glicolitica

A glicolise envolve maior nimero de reagbes do que a degradacao de creatina
fosfato, porém, quando comparada com o tempo necessario para © inicio da
fosforilagao oxidativa (1segundo e 15 - 20 segundos respectivamente), a via glicolitica
& ainda um meio bastante rapido para a manutencédo da disponibilidade de ATP
(GREENHAFF et al. 1998).

Esta via como vimos anteriormente, é rapidamente solicitada durante
atividades intensas, produzindo rapida ressintese de ATP, e conta com maior
capacidade de produgéo de ATP do que a degradacao de creatina fosfato. isto &
devido ao estoque de substrato necessario para a mesma, a qual é encontrada no
organismo na forma de glicogénio. O glicogénio esta presente no figado e no tecido
muscular, sendo o Ultimo a principal fonte de substrato para a via glicolitica e
producdo de ATP em atividades intensas, nas quais ele é degradado a lactato em um
mecanismo de regeneracdo de NAD® (adenina nicotinamida dinucleotideo),
permitindo a manutencgao do fluxo pela glicdlise.

Como se pode observar, existe uma interacdo entre as vias anaerobias de
produgao de ATP, pois com a rapida queda na capacidade de ressintese de ATP a
partir da creatina fosfato, fica evidente que para a manutenc&o da atividade, a via
glicolitica deve estar ativada intensamente logo apds o inicio da atividade. A ativacao

pelo Ca** necessaria para a agao muscular, € 0 acimulo de produtos da hidrélise de
10



ATP e CP, adencsina difosfato (ADP), adenosina monofosfato {AMP)}, inosina
monofosfato (IMP), aménia (NHs) e fosfato inorgénico (Pi) agem como estimuladores
desta via, resultando na produgao glicolitica de ATP (GREENHAFF et al., 1998).

Assim como a via ATP-CP, a glictlise tem uma capacidade de provisdo de
ATP limitada, embora esta, como j& vimos, seja superior a degradacio de
fosfagénios.

Segundo LAMB (1983) a fadiga desenvolvida durante o exercicio intenso e de
curta duracac esté relacionada as elevadas concentragoes de lactato resultantes da
hidrolise do glicogénio, devido as caracteristicas enzimaticas das fibras musculares
ativadas (fibras do tipo li), as quais contam com elevadas concentracdes de enzimas
fosforilase (E.C. 2.4.1.1), fosfofrutoquinase (EC. 2.7.1.17)e a isoenzima M da lactaio
desidrogenase (E.C. 1.1.1.27) — apresentando como consequéncia, grande
capacidade de sintese de lactato (TESCH, 1980 e VITTASALO et al., 1980).

Alguns autores observaram que o desenvolvimento da fadiga é proporcional a
concentragdo de H™ intramuscular gerado pela dissociacao do acido iatico em lactato
e H*, causando alteracdes no pH (DAWSON et al, 1978).

(KARLSSON, 1971 e METZGER et al., 1987) citam quedas no pH para valores
entre 6 3 e 6,6 apos exercicios com intensidades superiores a 70% do YOy maximo.

A fadiga associada com o baixo pH intramuscular pode ser atribuida em
grande parte pela inibigdo enzimatica da glicogendlise e glicolise, com subsequente
interrupcdo do suprimento de energia (KARLSSON, 1971; GOLLNICK et al, 1973,
CHASIOSTIS, 1983; SPRIET, 1995 e HARGREAVES et al., 1998).

O aumento nas concentracdes de IMP & um dos melhores indicadores do
desbalanco entre as vias de utilizacdo e ressintese de ATP (HOCHACHKA et al.,
1992).

GREENHAFF et ai. (1998) citam ainda que a regulacdo da degradacao de
glicogénio estad associada com as concentragbes de AMP e IMP. A diminuigcdo da
concentracdo citoptasmatica de AMP ocorre devido a diminuicao na taxa de formagao
de ADP. O aumento na atividade da enzima AMP deaminase (E.C. 356.4.6), que
catalisa a deaminacdo de AMP a IMP & estimulada por alteragdes no pH. Isto resulta
na diminuicdo da ativagdo da fosforilase a (E.C. 2.4.1.7) e por conseguinte, da
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ghicdlise e glicogendlise, devido a falta de substrato necessario para a ressintese de
ATP e n&o pela faita de estimuladores da via.

Alteragbes no pH podem causar ainda, alteracdes da afinidade nas interagoes
entre os filamentos de actina e miosina, diminuindo ¢ numero de pontes cruzadas
ativadas, diminuindo assim a forga desenvolvida pela musculatura (EDMAN et ai,,
1990 = LANNERGREN et al., 1991). A elevada concentracdo de H* assim como
Mg?'/ADP e Pi - produtos da hidrdlise de ATP - reduzem a liberagdo de calcio pelo
reticulo sarcoplasmatico, competindo pelos sitios de ativagao da troponina (COOKE
et al., 1988) prejudicando a acdo muscular.

A Figura 3 mostra a via glicolitica e seus estimuladores e inibidores.

Glicogénio

Fosforilase b

v

Fosforilase &

l +  Ca? Mg?, Pi, Adrenalina , ADP, AMP, IMP
, - H* ATP

v

Glicose-1-fosfato

. \L PFK — fosfofrutoquinase
Glicose-6-fosfato PDH — piruvato desidrogenase
v LDH — lactato desidrogenase

Frutose-6-fosfato

4  Pi, ADP, AMP, NH;, cAMP
- ATP, HY K* Mg?, CrF, Citrato

NADH , NAD
Frutose-1, 6-difosfato {

Alanina (\ VL ’/K_’Z//") Lactato
Piruvato

NAD
FPDHFP +  Ca¥ Mg? ADP.H™

- ATP, Citrato, Pi
o A NADH ,

PDH a

A 4
Aceti-CoA

Figura 3. llustraga@o da via giicolitica.



1.6 Supliementacédo de creafina

1.6.1 Profocolos de suplementacdo e aumento de creatina, CPe TCr

HARRIS et al. (1992) demonstraram que a suplementacao oral de creatina
poderia resultar em um aumento significativo no TCr e creatina fosfate em musculo
esquelético de humanos.

Mais recentemente, varios autores verificaram este mesmo aumentio a partir da
suplementagdio de diferentes quantidades de creatina por diferentes periodos de
tempo.

HARRIS et al. (1992) e GREENHAFF et al. {(1994) relatam que a partir da
ingestao de 20g didrias de creatina divididas em 4 doses de 5g ao longo do dia por
aproximadamente 5 dias observa-se um aumento médio de 20% ne TCr, sendo que
aproximadamente 20% se da na forma de creatina fosfato.

Estes dados estdo de acordo com o estudo realizado por HULTMAN et al
(1996) no qual 20g de creatina por 6dias resultaram em aumento de 20% no TCr.
Estes mesmos autores submeteram sua amostra & ingestao de 3g de creatina por dia
durante 28 dias, observando aumento semeihante de aproximadamente 20% no TCr
ao final deste periodo.

Outros estudos falharam em verificar aumento no TCr a partir da
suplementacéo de creatina. THOMPSON et al. (1996) citam que a ingestdo de 2g
diarios por 6 semanas nao foi suficiente para produzir tal aumento. ODLAND et al.
(1997) também n&o observaram aumento apés a ingestao de 20g de creatina por 3
dias. Esta baixa captag@o de creatina pode estar relacionada a sua baixa ingestao, a
qual pode ter sido suficiente para equiparar-se a degradagdo didria, mas nac para
promover o aumento no TCr (MUJIKA et al. 1997).

WILLIAMS et al. (1999) publicaram uma tabela sumaria de varios trabaihos
relevantes com relacdo aos protocolos de suplementagdo de creatina.

O protocolo de suplementacéo de creatina mais utilizado para promover
aumento no TCr & a partir da ingestéo diaria de 20-30g de creatina em 4 doses iguais
de 5-7g dissolvidas em 250m! de solug&o ao longo do dia, tipicamente peia manha,

meio-dia, a tarde e a noite por um periodode 5 a 7 dias. Quando toma-se por base 0
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pneso corporal, 0,3g/Kg de por um periodo de 5-7 dias parece ser O protocolo de
suplementagdo mais eficiente.

Vale lembrar gue, como mencionado acima, a suplementacao de creatina
associada & ingestio de carboidratos aumenta o transporte para dentro do muscuio,
mesmo nos individues com alto conteddo de creatina (GREEN et ai,, 1996), uma vez
que GREENHAFF (1995) cita parecer existir uma concentracao intracelular total étima
ou maxima de creatina por volta de 150-180mmol/Kg.

Entretanto, HARRIS et al. {1992) e GREENHAFF et al. (1896¢) relatam que 0
aumento na concentracao iotal de creatina apds o periodo de suplementacio esta
inversamente relacionado a concentracgéo inicial de creatina. GREENHAFF (1996a)
cita ainda o conceito de individuos responsivos e n&o responsivos a suplementagao.
Como mencionade anteriormente, o aumento médio no TCr é de aproximadamente
20%. GRENHAFF (1996a) define como n&o responsivos aqueles individuos que
apresentam aumento no TCr menor do que 10mmolfKg muscuio seco (8%) apos 2
suplementacéo de 20g/dia por 5 dias. O mesmo autor em outro estudo cita ainda que
20-30% dos individuos s&o ndo responsivos (GREENHAFF et al,, 1996d).

HULTMAN et al. (1996) e MUJIKA et al. (1997) observaram também, que 0
contetido aumentado de creatina ap6s a suplementacgéo pode ser mantido a partir da
ingestao de 2g por dia de creatina. HULTMAN et al. (1996) citam ainda que as
concentracbes musculares de creatina voltam ao normal apos 30 dias da interrupgao
da suplementacao.

1.6.2 Suplementacdo e atividade anaerbbia

WILLIAMS et al. (1999) citam que em atividades de alta intensidade e curta
duracao, a fadiga esta relacionada a incapacidade de se manter a ressintese de ATP
na taxa necessaria, principalmente em fibras do tipo Il. Sugere-se que isto & devido a
rapida deplecédo do contetdo de creatina fosfato e a uma taxa de producao de ATP
pela via glicoliica insuficiente para compensar a queda na producdo de ATP,
causando diminuicio na capacidade de produgao de forga.
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Uma vez que a creatina fosfato € o substrato necessario para esse sistema,
parece razoavel teorizar a melhora no desempenho neste tipo de atividade a partir da
suplementagéo de creatina.

Varios autores verificaram a melhora no desempenho em atividades de aita
intensidade (supra-limiar metabdlico anaerdbio) e curia duracao (até 30 segundos)
com a suplemeniagéo de creatina.

AASERUD et al. (1998) citam que a suplementagéo de creatina resullou em
atraso da instalacéo do processe de fadiga durante 8 sprints maximos de 40m, com
intervalos de 25 segundos de recuperagao em jogadores de handebol. Schneider et
al. (1997), verificaram a melhora no desempenho em um protocolo maximo de 5
repeticbes de 15 segundos de cicloergometria apos a suplementaco de creatina.

KREIDER et al. (1998b) citam que apds o periodo de suplementacao,
observou-se melhora do desempenho em 12 repeticbes de 6 segundos de sprints
maximos. PEYREBRUNE et al. (1998) verificaram ainda a melhora no desempenho
em 8 repeticdes de 50m de natagao em atletas.

Outros trabalhos também relatam melhora do desempenhoc em protocolos que
utilizam exercicios contra resisténcia. VOLEK et al. (1997) observaram meihora
durante séries repetidas de supino e agachamento sequido de salto apds a
suplementag@o de creatina. VANDENBERGHE et al. (1997) também relatam meihora
na capacidade de desempenhar exercicios maximos contra resisténcia de forma
intermitente para os musculos flexores do cotovelo em mulheres.

KREIDER et al. (1998b) citam ainda aumento no volume total de treino em um
protocolo de exercicios contra resisténcia (soma do volume final de 3 exercicios
propostos) em jogadores universitarios de futebol americano ap6s © periodo de
suplementacgao.

PREEN et al. {2001) observaram melhora no desempenho {trabalho total
realizado e poténcia de pico), em 14 individuos ativos submetidos a suplementacao
de creatina e 10 séries de 5x6 segundos de sprints maximos no cicloergdmetro com
intervalos de recuperagio variando entre 24 e 84 segundos.

VOLEK et al. (2001) realizaram 3 séries de 10 segundos de sprinis maximos

em cicloergdmetro em alta temperatura (camara hermética a 37° C e 80% de
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urnidade relativa do ar) antes e apds suplementacao de creatina e verificou aumento
da performance no grupo suplementado.

ZIEGENFUSS et al. (2002) relatam aumentc no trapalho iotal e poténcia de
pico desempenhados por atletas universitarios americanos submetidos a 3 dias de
suplementagdo de creatina e 6 repeticdes de 10 segundos de sprinfs em
cicloergbmetro interespassados por 80 segundos de recuperacao.

WILLIAMS et al. (1999) publicaram uma tabela com o resumo de alguns
trabalhos realizados tentando verificar a influéncia da suplementacao de creatina no
desempenho em atividades anaerébias. Os mesmos autores citam ainda que dos
oitenta estudos, por eles analisados, realizados para verificar o efeito da
suplementag@ao no desempenho em atividades que dependam primordialmente da via
ATP-CP, cinquenia demonstraram existir efeito ergogénico, sendo a maior incidéncia
de resuitados positivos em atividades de cicloergometria, producao de forque
isocinético e produgao de forga isotdnica.

Estes resultados foram gquase que em sua totalidade obtidos em situacbes
iaboratoriais, entretanto parece existir efeito ergogénico neste tipo de atividade com a
suplementacéo de creatina. No que concerne a situagbes em campo, mais estudos
com melhor controle nas variaveis intervenientes sao necessarios.

Poucos s@0 os estudos de campo como o realizado por COX et al. (2002).
Neste os autores utilizaram jogadoras de elite de futebol de campo em uma
simulacdo de jogo composta por diferentes tarefas desempenhadas de maneira
intermitente. Apos o periodo de suplementacao de creatina de 6 dias, observou-se
melhora no desempenho em sprints e testes de agilidade simulando uma partida de
futebol. ROMER et al. (2001) utilizaram jogadores de squash em uma simulagdo de
partida de squash (espelho, ou seja, sem adversario) que consistia em 10 séries de 2
repetigdes de posicbes de jogo interespassadas por 30 segundos de recuperagio
passiva. Apos 5 dias de suplementagdo de creatina, observou-se diminuicdo no
tempo total de conclus&o do exercicio, evidenciando seu efeito ergogénico.

Outros estudos buscaram verificar a influéncia da suplementagao de creatina
em atividades anaerdbias com duragdo acima de 30 segundos, dependentes

primordialmente da glicolise anaerdbia. Pesquisadores teorizavam que com a
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suplementaggo de creatina, poderia ocorrer menor produgao de lactato, diminuic@o da
acidose e menor dependéncia da glicllise anaerodbia.

JACOBS et al. (1897) citam efeito ergogénico em cicloergometria supra-limiar
até a exaustdo. NELSON et al. (1997) citam aumento no limiar anaerdobio em
cicloergometria progressiva apos a suplementacdc. BOSCO et al. (1897) relatam
melhora de 13% no tempo de exaustdo em corrida na esteira a velocidade constante.
VIRU et al. (1994) citam melhora no tempo fotal em 4 series de 300m apods a
suplementagdo de creatina.

Os relatos de efeito ergogénico para atividades intensas (anaerdbias) mais
prolongadas (entre 30 e 150 segundos), sdc mais frequentes em situacles
laboratoriais, mas embora mais estudos sejam necessarios, parece existir efeito
ergogénico para atividades que dependam primordialmente da glicdlise anaerobia
para producgéo de ATP coma suplementacao de creatina.

Com relacdo ao desempenho em uma uUnica repelicio maxima, a
suplementacdo de creatina parece ndo apresentar nenhum efeito ergogénico
(FEBBRAIO et al., 1995, MUJIKA et al., 1996; ODLAND et al., 1997; PEYREBRUNE
et al, 1998 ¢ SNOW et al., 1998). WILLIAMS et al. (1999) citam que isto se deve a
alteragao do custo energeético da produgao de forca peio musculo (custo de ATP para
acdo muscular) com o inicio da atividade pelo aumento na concentragéo de creatina
fosfato.

1.6.3 Suplementacéo e atividade aerébia

Poucos estudos tem sido realizados relacionando suplementagéc de creatina e
desempenho em atividades prolongadas (acima de 150 segundos).

ENGELHARDT et al. (1998) citam melhora no desempenho em triatietas
realizando atividade de alta intensidade (anaertbia) entre periodos de atividade
aerébia. VIRU et al. (1994) relatam melhora no desempenho em corredores de meia
distancia realizando 4 séries de 1000m interespassados por 3 minutos de
recuperagao.

Embora WILLIAMS et al. (1999) relatem que dos 16 estudos, por eles

analisados, envolvendo suplementacao de creatina e atividades aertbias sete deles
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tenham encontrado efeilo ergogénico, parece existir evidéncias cientificas que dao
suporte a hipdtese da meihora no desempenho em atividades aerdbias que
dependam em parte do metabolismo energético anaerdbio. J& em atividades aerdbias
gue dependam primordiaimente do metabolismo oxidativo de carboidratos e gorduras

parece existir pouco respaldo cientifico para tal abordagem nutricional.
1.6.4. Suplementacdo e alteracdo de composigdo corporal

Alguns autores relatam aumento de massa magra apés o periodo de
suplementac@o de creatina. A maioria dos estudos credita este aumento a retencao
hidrica aumentada devido & alterag@o da osmolaridade celular e diminuigdo do
volume de urina com a ingestdo aumentada de creatina (HULTMAN et al., 1992;
MUJIKA et al., 1996 ¢ BEMBEN et al., 2001a). Alguns estudos sugerem aumento da
sintese de proteinas contrateis com a suplementago de creatina (VOLEK et al,
1996; VOLEK et al, 1997; BECQUE et al., 2000; TARNOPOLSKY et al, 2007;
KILDUFF et al., 2002 e MCBRIDE et al., 2002).

BESSMAN et al. (1990) teorizam ainda que 70% da sintese proteica seria
dependente da energia oriunda da langadeira creatina fosfato, enfatizando que a
importancia da forma pela qual a energia é distribuida em uma célula depende das
enzimas que estéo localizadas mais proximas aos sitios de formacao e utilizagéo de
ATP. Portanto, a creatina poderia ter uma atuacéc na sintese protéica na medida em
que os processos intracelulares para tal sao primordiaimente dependentes da energia
oriunda deste substrato. Além disso, o conteldo de agua intracelular aumentado
devido & suplementacdo de creatina, poderia ser visto como um sinal anabdlico
proliferativo (HAUSSINGER et al., 1993; VOLEK et al,, 1997 e BEMBEN et al., 2001).
Quirc ponto importante com relaggo ao aumento de massa muscular ao longo do
periodo de suplementacao € o aumento da capacidade de treino devido a diminui¢ao
do decréscimo da performance ao longo das séries de exercicio contra resisténcia
(BEMBEN et al., 2001).

O aumento de massa magra poderia ser visto como um fator ergogénico,

aumentando a capacidade de geragao de forga e poténcia.
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1.6.5 Efeifos adversos

Como visto anteriormente, parte da creatina & sintetizada endogenamente
(aproximadamente 1g/dia). GREENHAFF (1995) cita que a sintese enddgena de
creatina & supnimida com a suplementacao. 0O mesmo autor cifa ainda que esia
depressdo na biosintese & reversivel com a interrupgio da supiementagéo, a gual
parece suprimir a atividade da glicina amidinotransferase (E.C. 2.7 .4.1), uma vez que
esta controla a sintese de creatina.

Aumentos de creatinina plasmatica e urinaria s80 usados clinicamente como
marcadores de degradacao tecidual ou de estresse renal. Alguns autores citam que
tanto a creatinina plasméatica quanto a muscuiar nao sofrem aumento significativo
apés ¢ periodo de suplementagdo, sugerindo que estes aumentos seriam entao,
reflexo de uma maior liberacéo pelo musculo como conseguéncia de um tumover de
proteina muscular aumentado ou devido ao maior volume de treino alcangado com a
suplementagac ao inves de estar relacionado a patologias (BALSOM et al., 1994 e
KREIDER et ai., 1998).

Entretanto, outros autores citam que a elevagdo nas concentragbes de
creatinina plasmatica e urinaria apds a suplementac@o podem ser entendidas como
indicativos de estresse renal (KUEHL et al., 1998). Por outro lado, POORTMANS et
al. (1997) relatam nao ter encontrado diferenca na liberagéao de creatinina 24 horas
ap6s a suplementagéo de 20g/dia por 5 dias. O aumento na liberacdo de creatinina
também é utilizadc como marcador clinico de estresse renal.

Outro ponto importante concerne as alteragdes do volume sanguineo e de
eletrolitos plasmaticos, uma vez que como citado anteriormente, a captagdo de
creatina é sodio dependente. Embora alguns relatos informais citem desidratagao e
caimbras como resultado da suplementacéo de creatina, HARRIS et al. (1992) nao
verificaram qualquer alteragdo nos perfis sanguineos apbés o periodo de
suplementacao. KREIDER et al. (1998c) também n&c verificaram alteracdes nos
conteudos de fosforo, cdlcio, potassio, cloreto de sodio, hemoglobina e hematocrito
apés a suplementacao.

WILLIAMS et al. (1999) em sua revisdo néoc relatam quaiquer alteracdo da

pressac arterial com a suplementac&o de creatina.
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KREIDER et al. (1998) observaram gue 28 dias de suplementacio de creatina
durante o perfodo de treinamento promoveu aumento nas concentragbes de HDL
{(13%) e diminuicac das concentragdes de VLDL (-1 3%). Entretanto, mais estudos sao
necessarios para confirmar estes resultados preliminares.

SCHILING et al. (2001) n&o observaram nenhum efeito na incidéncia de lesao
muscular, caimbras ou outros efeitos colaterais em estudo realizado com 26 giletas
suplementadcs com creatina por periodos que variavam de oito meses até quatro

anos.

1.6.6 Suplementagdo em ratos

Poucos s30 os estudos que verificam O efeito da suplementacéo de creatina
em ratos.

Em um dos estudos mais interessanies realizados com modelo animai,
BRANNON et al. (1997) avaliaram O efeito da suplementagdo de creatina associado
ao treinamento no desempenho em corrida e em algumas propriedades bioguimicas
em musculo esquelético de ratos.

Os autores subdividiram a amostra em 4 grupos experimentais gcombinando
ratos sedentarios e exercitada com dieta normal ou suplementada com creatina. Os
animais submetidos a suplementacao ingeriram em média 252 % 8 mg/Kg de peso
corporal/dia de creatina ao iongo de 10 dias.

O protocolo de suplementacao resultou em aumento no contetdo de creatina
livre e na sua forma fosforilada nos masculos soleo e plantar dos animais.

Nao foram observadas diferencas significativas no peso dos animais ao longo
do estudo e ao final do mesmo. No entanto, oS autores verificaram pequena
hipertrofia no musculo plantar dos animais suplementados e submetidos ao
treinamento em comparagdo ao grupo treinado sem suplementacao, indicando
possivel hipertrofia neste tecido.

Os autores relatam também melhora no desempenho em dois testes de corrida
distintos. Foram observados ent&o, aumento no tempo total de corrida (teste continuo
3 velocidade e inclinagéo constantes) e no namero de tiros de 30 segundos de corrida

em alta intensidade interespassados por intervalos de recuperagao compietados
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pelos animais submetidos & dieta suplementada com creatina. O treinamento
associado a suplementacéo promoveu aumentos ainda maiores no desempenho nos
dois testes de corrida em relagao ao grupo submetido apenas ao treinamento.

O treinamento foi capaz de aumentar a atividade da enzima citrato sintase
(E.C. 4.1.3.7) nos raios. No entanto, os animais submetidos ao freinamenic €
suplementacgo combinados, apresentaram aumentos ainda maiores na atividade da
mesma enzima no musculo plantar. Ja no musculo séleo, a suplementacéo sozinha
causou aumento significative na atividade da enzima em relacdo ac controle. Nao
soram verificadas diferencas significativas em nenhum tratamento para a atividade da
enzima creatina quinase (E.C. 2.7.3.2). '

OOPIK et al. (1996) verificaram que a suplementacéo de creatina (400mg/Kg
de peso corporal/dia) ao iongo de 7 dias, resuitou em aumento na concentragao de
uréia plasmatica em ratos tanto sedentarios gquanto treinados. Os autores sugerem
que a fonte de uréia aumentada seria a maior disponibilidade de arginina, a qual &
usada na sintese enddgena de creatina em situagbes normais, uma vez que em
humanos a biosintese de creatina é suprimida com a suplementacdo da mesma
(WALKER, 1960 e WALKER, 1979).

MCBRIDE et al. (2002) estudaram o efeito da suplementacao de creatina
(500mg/Kg de peso corporal/dia) ao longo de 4 semanas associada ou Nao ao
treinamento na massa corporea, forga e resisténcia a fadiga em ratos.

Os autores cbservaram aumento no TCr dos ratos suplementados e no peso
muscular umido dos animais submetidos a treinamento e suplementacdo de creatina
em relacao aos animais submetidos apenas ao treinamento. No entanto, ndo foram
observadas diferencas no peso muscular seco dos animais na mesma base de
comparagao.

Nao foram verificadas alteragdes na resisténcia & fadiga durante um teste de
fadiga de intensidade e duragao constantes. Entretanto, os autores puderam observar
redugdo no tempo de recuperagao nos musculos de ratos suplementados em relacao
ao grupo nao suplementado.

Alguns trabalhos estudaram a influncia da suplementagdo de creatina sobre a
captacdo de glicose e conteldo de glicogénio em ratos. '




YOUNG et ai. (2002) suplementaram ratos ©om creatina sob a forma de
gelatina (300mg/Kg de peso corporal/dia) durante 5 semanas. O musculo epitrociear
foi incubadc na auséncia de insulina ou em conceniragao de estimulagdoc maxima de
insulina (20,000 pU/ml). N&o foram ohservadas diferencas na captac@o de 2-
deoxiglicose enire 0S grupos. Os autores sugersm que @ captagio de glicose na
musculatura esquelética estaria mais infimamente ligada ao contetido de CP endo a
razdo CP/TCr.

OP'T ELJNDE et al. (2001) verificaram os efeitos da suplementacéo de alias
doses de creatina (5g/Kg de peso corporal/dia) durante 5 dias no conteddo de
creatina, transporte de glicose e acumulo de glicogénio em muscuios sdieo € nas
porgdes brancas e vermelhas de gastrocnémio de ratos.

A suplementacdo aumentou o TCr no sblec (20%), porgdo vermelha do
gastrocnémioc (15%) e porcac branca do gastrocnémio (10%), embora apenas o séleo
tenha apresentado diferenca estatisticamente significativa. A taxa de transporte de
glicose, conteudo de GLUT-4, atividade da enzima glicogénio sintase, taxa de sintese
de glicogénio e concentragao circulante de insulina nao apresentaram diferencas
entre os dois grupos. Contudo, os autores relatam maior conteGido de glicogénio no
soleo (40%) e na porgéo vermelha do gastrocnémio (15%), indicando que altas doses
de creatina aumenta incorporagdo de creatina e conteido de glicogénio na
musculatura esquelética de ratos, entretanto este efeito parece ser mais marcante em
musculos de caracteristica oxidativa.

GAGNON et al. (2002) suplementaram creatina (250-270mg/Kg de peso
corporal/dia) ou 0,8% da dieta (7 dias) de B-guanidinopropionato (inibidor competitivo
que provoca diminuicdo dos estoques de TCr) por 7 dias e verificaram a influéncia
desta suplementagdo sobre a contraggo de musculos esqueléticos de ratos
submetidos a eletroestimulagdo. Foram utitizados os muscuios extensor longo dos
dedos e esternodide.

Os autores ndo observaram nenhuma influéncia da creatina nas tensbes
tetanicas e de contragdo, na cinética de contracao, na relagao contracio/tensdo, na
relacdo entre tensdo e freqiéncia ou fadiga em ambos misculos. B-

guanidinopropionato também ndo demonstrou efeito sobre os mesmos parametros
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com excecdo da fadiga, mostrando a influéncia da deplec@o de creatina sobre este
parametro.

MCMILLEN et al. (2001) verificaram a influéncia da suplementacao de creatina
(2% da dieta) durante 2 semanas no estado de fosfatos de energia de misculos sdleo
e gastrocnémio de ratos em repousc. Nao foram verificadas alteragdes nas variaveis
de fosfato de energia (ATP e CP/TCr) entre os grupos em nenhum dos dois tecidos.
Os autores observaram no entanto, aumento no TCr em misculos de contragao
rapida (gastrocnémio).

Tendo em vista os aspectos discufidos ao longo desta revis@o bibliografica,
tivemos comoc proposta de nosso estudo verificar os efeitos da suplementacdo de
creatina sobre as concentragbes plasmaticas de lactato em ratos submetidos 3
atividade intermitente de natacdo desempenhada acima do limiar metabdlico
anaerdbico em moldes similares aos executados em experimentos com humanos.

O contetido de glicogénio também foi avaliado uma vez que a suplementagao
de creatina parece estar relacionada a aumentos no mesmo.

A hipotese de ressintese aumentada de creatina fosfato a partir da maior
disponibilidade de creatina total com consequente aumento na provisdao de ATP pela
via ATP-CP resultandc em menor dependéncia da glicolise anaerodbia foi considerada,
e as atividades maximas das enzimas fosfofrutoquinase (PFK) (E.C. 2.7.1.711) e
citrato sintase (CS) (E.C. 4.1.3.7) foram determinadas.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabatho foram:

_ Verificar a infludncia da suplementacdo de creatina na concentracao
sanguinea de lactato, e nos contetidos hepético @ muscular {sélec e gastrocnémio)
de glicogénio em ratos apés atividade intermitente desempenhada acima do limiar
anaerébic metabdlico;

- Verificar a influéncia da suplementacio de creatina nas atividades maximas
das enzimas citrato sintase (CS) (E.C. 4.1.3.7) e fosfofrutoquinase (PFK) (E.C.
2.7.1.11) nos musculos sbleo e gastrocnémio em ratos ap6s atividade intermitente
desempenhada acima do limiar anaerdbio metabdlico.



3. METODOLOGIA

Embora a grande maioria dos trabalhos da literatura reporte ¢ discuta dados
experimentais obtidos com humanos, opltamos pelc modelo animal devido a
dificuldade de execugdo do procedimento de biépsia muscular em humanos, 0 que
nos permitiria uma avaliacio mais detalhada frente acs nNossos objetivos.

3.1 Animais

Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, oriundos do Centro de Bioterismo da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB — UNICAMP), e acomodados em gaiolas
de 4 animais, alimentados com racéc comercial (Labina, Ralston Purina do Brasil,
Sao Paulo/SP) e agua ad fibifum. Os animais foram mantidos no biotéric do
i aboratério de Nutrigio Experimental e Metabolismo da Escola de Educacao Fisica e
Esporte da Universidade de Sao Paulc onde as analises descritas a seguir foram

realizadas. Os animais foram mantidos com ciclo clarofescuro invertido de 12hs com
inicio as 7:00 horas.

3.2 Teste progressivo descontinuo

Todos os protocolos de exercicio em natacéo foram realizados em um sistema
de natacdo para animais com controle de temperatura da agua e de cubas de
natagdo individuais, medindo 25¢m de didmetro por 60cm de profundidade. A
temperatura foi mantida por voita de 33° C para todos os procedimentos.

O protocolo de teste progressivo descontinuo em natacao para determinacaoc
do limiar metabélico anaerdbio em ratos foi desenvolvido em nosso laboratério e sera
pubiicado em breve (MARQUEZI et al., no preio).
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3.2.1Adaptacdo ao meio liguido

Na semana anterior ao teste, os animais foram adaptados ao exercicio de

natacio durante cinco dias, 20 minutos por dia, sem sobrecarga.

32.2.2 Protocolo de teste

O protocolo de teste consistiu em exercicio agudo de natac@o com sobrecarga
progressiva, sob a forma de pesos atados ao tronco do animai, correspondendo a 4,
5, 8, 7 e 8% do seu peso corporal, durante periodos de 3 minutos, intercalados por
intervalos de 1 minuto de repouso. Anteriormente ao teste foi realizado um periodo de
adaptaco, com duragao de 20 minutos sem sobrecarga, COmo forma de minimizar 0s
efeitos do estresse causado pelo manejo do animal e mudanga de meio.

3.2.3 Coletas e dosagens sanguineas

Aos 10 e 20 minutos do periodo de adaptagéo e nos periodos subsequentes
de repouso foram realizadas coletas de sangue venoso a partir da veia caudal. Foram
coletados 25 pi de sangue em capilares heparinizados para dosagem de lactato por
técnica eletroquimica utilizando lactimetro modelo Yellowsprings YSI 2300, apos
estabilizacdo da amostra com fluoreto de sédio a 2%, ao final de cada carga.

3.2.4 Determinacdo do limiar anaerébio metabdélico

O limiar anaerdbio metabélico foi determinado a partir da inflexdo da curva da
concentracdo de lactato sanguineo pela sobrecarga utilizada. A sobrecarga
correspondente ao ponto de inflexdo da curva foi considerada como a carga do hmiar
anaerdbio metabdlico.

Apos a determinagdo do limiar metabdlico, os animais foram submetidos a
suplementagao.
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3.3 Suplementacdo

O grupo suplemento recebeu via gavagem 300mg de creatina monohidrato
(Pro Performance Laboratories - Pure Creatine Monchydrate) por Kg de peso,
divididos em 2 doses por dia, durante cinco dias.

O grupc controle recebeu a mesma quantidade em agua destilada nos
mesmos moides do grupc suplemento (via gavagem, dividido em 2 doses diarias
durante 5 dias}.

Apds o periodo de suplementagdo, os animais de ambos os grupos foram
submetidos ac procedimento experimental.

3.4 Procedimento experimental

3.4.1 Protocolo

Antes do procedimento experimental, os animais foram submetidos a 12 horas
de jejum. O protocolo experimental consistiu em exercicio intermitentes de natagao
supra- fimar, no qual os ratos realizaram 6 tiros de 30 segundos de nata¢do a uma
intensidade relativa & 3 cargas acima do ponto determinado como limiar metabdlico
anaerdbico, seguindo-se o mesmo modelo, ou seja, sob a forma de pesos atados ao
tronco do animal.

Anteriormente ao teste foi também realizado um periodo de aguecimento, com
duragdo de 10 minutos sem sobrecarga, como forma de minimizar os efeitos do
estresse causado pelo manejo do animal e mudanga de meio.

Os periodos de estimuio foram intercalados por periodos de 2 minutos de
recuperacdo, sendo que nos ultimos 30 segundos do mesmo, procederam-se coletas
de sangue venoso a partir da veia caudal do animal. Foram coletados 25 ul de
sangue em capilares heparinizados para posterior dosagem de lactato sanguineo por

técnica eletroquimica utilizando lactimetro modelo Yellowsprings YS! 2300, apds
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estabilizacdo da amosira com flucreto de sodio a 2%, ao final de cada pericdo de

estimulo.
2 4.9 Eutanésia dos animais e coleta de sangue e tecidos

imediatamente ap6s o procedimento experimental os animais foram morios por
decapitacdo para coleta de sangue e extracdo de tecidos. Foram extraidos os
misculos sélec e gastrocnémio das patas traseiras esquerda e direita, além de uma
porgao do figado. As amostras de tecidos foram embaladas em papel aluminio e
congeladas em nitrogénic liquide imediatamente apoés a sua exiragao.

3.5 Procedimentos de dosagens

3.5.1 Dosagens sanguineas
3.5.1.1 Lactato (método eietroquimico)

O tampdo consistia em - EDTA (1,4 mM); acido benzéico (8,7 mM); NaHPO4
(13,3 mM); NaHzPO4 . 7H;0 (18,0 mM); NaCl (52,6 mM); KCI (4,4 mM). Solugéo de
calibragéo - Lactato (5 mM).

Foi utilizado Lactimetro Yellow Springs Instruments, modelo 2300. Para a
determinacdo de lactato sanguineo foram utilizados 25 pl de sangue venoso,

coletados em capilares heparinizados. As amostras foram estabilizadas com fluoreto
de sodio (4,7 mM).

3.5.2 Dosagens feciduais
3.5.2.1 Glicogénio muscular e hepético
0O glicogénio foi determinado segundo o método descrito por PASSONNEAU et

al. (1993), e o tamp&o utilizado consiste em KOH (53 mM); antrona (10 mM); solugéo

saturada de Na»SOy; solucéo padrao de glicose (1,11 miM); etanol.
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A partir da soluco padrdc de glicose (1,11 mmolf) foram feitas as diluigbes
para a determinacio dos padrdes para dosagem (Padrio A: 10 ug/ml; Padrac B: 20
ug/mi; Padrao C: 40 ug/mi; Padrao D: 60 pg/mt; Padrao E: 80 pg/mi).

As amostras de tecidos (misculc gastrocnémio, séleo e figado) foram
digeridas em tubos de vidro contendo 1ml de KOH (0,053 molfl), em banho fervente
por 80 minutos. Apés este periodo foram acrescentados 100 ul de NapS04 saturado e
3.5 mi de etanol (1 moifl), mantendo em banho fervenie até inicio da ebulicao.

Em seguida as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm durante 20 minutos.
O sobrenadante foi removido, sendo adicionadoc 1 mi de agua quente para
ressuspender o precipitado. As amosiras foram agitadas no vortex e acrescentado 3,5
mi de etanol (1 molfi). Este processo foi repetido duas vezes.

Foram utilizados tubos de vidro de 5 mi contendo 50 pi de amostra mais 950 pl
de agua e 2 ml de antrona (determinagéo de glicogénio), 1000 ul de aguz e 2 mi de
antrona (branco} € 1000 ul do padr&o respectivo (A, B, C, DeE) mais 2 mi de
antrona. As amostras permaneceram 15 minutos em banho fervente.

As leituras das absorbancias das amostras, branco e padrdes foram realizadas
em espectrofotdmetro Stasar lll - Gilford Instrument, com comprimento de onda de
650 nm.

3.5.2.2 Atividade maxima da enzima citrato sintase - CS (E.C. 4.1.3.7)

A determinagdo da atividade méaxima da enzima citrato sintase (E.C. 4.1.3.7)
foi feita segundo método descrito por ALP et al. (1976), nos musculos esqueléticos
soleo e gastrocnémio. O tampao utilizado consiste em Tris-aminometano 50mM,
EDTA 1mM, DTNB 0,2mM, acetil-CoA 0,1mM, oxalcacetato 0,5mM e Triton x-100
0,05%, ao qual foi adicionado 0 homogeneizado, num volume total de imle pH 8,1. A
reacao foi iniciada pela adicio do oxaloacetato ao meio e a leitura realizada a 25°C,
num intervalo de 300 segundos a 412nm, em espectrofotdmetro HITACHI U-2001.

3.5.2.3 Atividade méxima da enzima fosfofrutoquinase - PFK (E.C.
2.7.1.11)



A determinacdo da atividade méxima da enzima fosfofrutoquinase (£ C.
2.7.1.11) foi feita segundo o método descrito por ZAMMIT et al. (1976), nos miscuios
esqueléticos sdlec e gastrocnémic. O tampé&o utilizado consiste em Tris HCI 50mM,
MgCl, 6mM, KCI 250mM, ATP 1mM, AMP 2mM, NADH 0,17mM, KCN 1mM, Frutose
& Fosfato 3mp, Glicerol 3 Fosfato Desidrogenase (GDH) 4ug (0,16 unidades) e
Aldolase 100ug (0,9 unidades).

O pH foi corrigido para 8,2 e adicionado o homogeneizado para completar um
volume final de 1ml. A reagéo foi iniciada pela adig@o de Frutose 6 Fosfaic e a leftura
foi realizada a 25° C, num intervalo de 600 segundos a 450 nm, em espectrofotémetro
HITACHI U-2001.

3.5.2.4 Concentragdc de profeinas nas amosiras

Os resultados de atividade enzimatica sdo expressos por mg de proteina, e o
contetudo de proteina foi determinado pelo método descrito por LOWRY et al. {(1851),
usando curva padrdo de albumina. O principio consiste na hidrdiise alcalina das
proteinas celulares, com posterior reacgao de hidroxilas fendlicas com o reagente de
Folin-Ciocateau, em solucdo contendo Na,COz; 200mM, NaOH 100mM, tartarato de
sodioc e potassio 1mM e sulfato de cobre 20mM. A leitura foi realizada em
espectrofotémetro Hitachi U-2001 a 750nm.

3.6 Tratamento estatistico

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo. A analise
estatistica foi realizada através de andlise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas e teste post-hoc (LSD planned comparison} entre os dois grupos para cada
repeticao de tiro de natagdo em relagdo ao iactato sanguineoc. Os contetdos de

glicogénio e as atividades enzimaticas foram comparados utilizando teste t de
Student. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05.



Todas as andlises estatisticas foram efetuadas com 0 software STATISTICA

for Windows versaoc 5.0 Statistica StatSoft, inc. {1995). - StatSoft, Inc., Tulsa, OK,

EUA.
A Figura 4 ilustra a linha temporal de procedimentos.

Teste Progressivo
Descontinuo para
determinacio do
fimiar metabdlico
anaerdbio

Procedimentoc
Experimental
6 x 30 segundos x 2
minutos de repousc
(3 cargas acima do
fimian

Adaptacdo ao Suplernentacio ree
meio ligquido P  di as)ga Analises
{5 dias)
A 4 w

Figura 4. llustracéo da linha temporal de procedimentos
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4. RESULTADOS

4.1 Concentracdo de lactato ao longo das séries de natacdo

A Figura 5 mostra o grafico das concentracbes de lactato sanguineo obtidas ao
iongo dos seis tiros de natagéo. Os valores correspondentes estdo na Tabela 2.

O grupo controle apresentou concentragdes crescentes de lactato ao longo dos
seis tiros de natacdo desempenhados acima do limiar metabdlico anaerdbic. O grupo
suplementc apresentou comportamento similar embora com concentragbes
sanguineas de lactato significativamente menores nos firos 3, 4, 5 e 6 em relacao ao
grupo controle.

Tabela 2. Concentracdo de lactato (mmol/l) ac longe dos 6 tiros de natagao
executados acima do limiar metabdlico anaerobio (n=14 animais por grupo).

T
!

Tratamento Repouso! 10°SC | Tiro1 | Tiro2 | Tiro3  Tiro4 | Tiro 5 Tiro &

Média | 1,56 | 433 547 711 786 855 1031, 10,00

¥ ¥

Controie £
Iro
padrio 0,11 0,67 0,51 063 | 062 | 053 | 1,30 0,81
Meédia 1,63 414 | 502 6,08 .641* /698" 740* 797"
Suplemento c
ITo
padrao 0,13 0,40 037 | 0,40 | 043 | 042 062 | 054

10’ SC = 10 minutos sem carga (aquecimento); * p< 0,05 (entre grupds para 0 mesmo

momento). Média * desvio padrao.
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Figura 5. Concentragdo de lactato sanguinec (mmol/l} apds cada tiro de
natagdo com carga supra-limiar metabdlico anaerébic em ratos controle e
suplementados com creatina. (n=14 animais por grupo).

4.2 Conteudo de glicogénio hepatico

i T ——————

A concentrac@o hepatica de glicogénio hepatico € mostrada na Figura 6. Ao
analisarmos as amostras ao final dos seis tiros de natagdo ndo pudemos observar
diferencas significativas entre os grupos controle e suplemento (0,711 £ 0,23 e 0,578
+ 0,11 mg/100mg de tecido). Também nao foram observadas diferencas em relagao
ao padrao (animais de mesma origem e peso submetidos aoc mesmo tempo de jejum

porém sem participagdo em nenhum procedimento experimental) 0,870 = 0,12
mg/100mg de tecido.
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Figura 6. Concentragdo de giicogénio hepatico ac final dos seis tiros de
natacdo com carga acima do limiar metabdlico anaerdbio pré (repouso) e pos
procedimento experimental (teste para determinagéo do limiar metabolico anaerdbio,
suplementac@o e procedimento experimental) para os grupos controle e suplemento
(n=14 animais por grupo).

4.3 Conteudo de glicogénio muscular - séleo

A Figura 7 mostra as concentracges de glicogénio muscular (séleo) para 08
grupos controle e suplemento ao final dos seis tiros de natacdo acima do limiar
metabélico anaerobio. Ndo foram observadas diferengas significativas entre 0s
tratamentos (0,122 + 0,01 e 0,130 + 0,012 mg/100mg de tecido) para 0s grupos
controle e suplemento respectivamente, ou em comparagéo ao padrao {(animais de
mesma origem e peso submetidos ao mesmo tempo de jejum porém sem
participagdo em nenhum procedimento experimental) 0,126 + 0,015 mg/100mg de
tecido).
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Figura 7. Concentragéo de glicogénio muscular (séleo) ao final dos seis tiros
de natacdo com carga acima do limiar metabdlico anaerdbio pré (repouso) e pds
procedimento experimental (teste para determinacéo do limiar metabdlico anaerdbio,

suplementacdo e procedimento experimental) para os grupos controle e suplemento
(n=14 animais por grupo).

4.4 Conteudo de glicogénio muscular - gastrocnémio

Os valores obtidos nas determinagbes das concentragdes de glicogénio
muscular (gastrocnémio) para ambos os grupos ac final dos seis tiros de natagao com
carga acima do limiar metabdlico anaerobio sao mostradas na Figura 8. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos controle e suplemento (0,154 +
0,01 e 0,129 + 0,02 mg/100mg de tecido) respectivamente. Ja em comparagao ao
padrao (animais de mesma origem e peso submetidos ac mesmo iempo de jejum
porém sem participagdo em nenhum procedimento experimental) 0,222 + 0,03
mg/100mg de tecido, foram observadas diferencas significativas nos dois grupos.
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Figura 8. Concentracdo de glicogénio muscular (gastrocnémio) ac final dos
seis tiros de natacdo com carga acima do limiar metabolico anaerdbio pré (repouso) e
poés procedimento experimental (teste para determinacdo do limiar metabdlico

anaerobio, suplementacdo e procedimento experimental) para os grupos controle e
suplemento (n=14 animais por grupo).

4.5 Atividade enzimatica — citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) — sbleo

Ao analisarmos as amostras para determinacdo da atividade enzimatica
maxima da citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) no musculo séleo, ndo observamos
diferencas significativas ao final do procedimento experimental entre 0s grupos
controle e suplemento respectivamente (10451 + 13,99 e 103,95 =+ 1239
mmoli/min/mg). A Figura 9 mostra os valores de atividade para a enzima citrato
sintase (E.C. 4.1.3.7) no miscuio séleo em ambos os grupos ao final do exercicio
intermitente de natacao.
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Figura 9. Atividade méaxima da enzima citrato sintase em musculo séieo dos
animais dos grupos controle e suplemento (mmol/min/mg) ao final dos seis tiros de
natacdo com carga acima do limiar metaboélico anaerobio (n=14 animais por grupo).

4.6 Atividade enzimatica — citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) -

astrochémio

Assim como no musculo séleo, nao foram observadas diferengas significativas
entre os grupos na atividade enzimatica da citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) no muscuio
gastrocnémio ao final do procedimento experimental, 61,69 + 7,05 e 63,80 £ 4,61
mmol/min/mg para os grupos controle e suplemento respectivamente. A Figura 10
mostra os valores de atividade para a enzima citrato sintase (£.C. 4.1.3.7) no musculo

gastrocnémio em ambos os grupos ao final dos seis tiros de natacio com carga
acima do limiar metabélico anaerébio.
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Figura 10. Afividade maxima da enzima citrato sintase em musculo
gastrocnémio para 0s grupos controle e suplemento (mmol/min/mg) ao final dos seis
tiros de natagéc com carga acima do limiar metabdlico anaerdbio (n=14 animais por
grupo).

4.7 Atividade enzimatica — fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11) —
séleo

Os grupos controle e suplemento ndo mostraram diferencas significativas na
atividade enzimatica da fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.117) ao final do procedimento
experimental, (5,84 +0,22e 5,55 0,19 mmol/min/mg) respectivamente. A Figura 11
mostra os valores da atividade da fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11) para 0 musculo

soleo em ambos 0s grupos ao final do procedimento experimental.
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Figura 11. Atividade maxima da enzima fosfofrutoquinase em musculo sblec
para 0s grupos controle e suplemento (mmol/min/mg) ao final dos seis tiros de

natacac com carga acima do limiar metabolico anaerobio (n=14 animais por grupo).

4.8 Atividade enzimética — fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11) -

gastrocnémio

A Figura 12 mostra a atividade enzimatica da fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11)
no musculo gastrocnémio de ambos os grupos ao final do procedimento experimental.
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos controle e
suplemento (7,43 £ 0,18 ¢ 7,92 + 0,13 mmol/min/mg respectivamente).
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Figura 12. Atividade maxima da enzima fosfofrutoquinase em musculo
gastrocnémic para 0s grupos controle e suplemento (mmoli/min/mg) ao final dos seis
tiros de natacéo com carga acima do limiar metabdlico anaerdbio (n=14 animais por
grupo).

4.9 Peso dos animais apos o periodo de suplementacao

Foram avaliados os pesos dos animais antes e apds o periodo de 5 dias de
suplementagéo de creatina. O grupo confrole apresentou menor incremenic de peso
apos os 5 dias de suplementagao (221,40 + 3,75¢g (pré suplementagdo) x 228,20 +
3.20g (pos suplementacdo)) em relacio ao grupo suplemento (213,64 + 3,53g (pré
suplementacdo) x 226,55 * 3,40g (pés suplementacao) p<0,05). Nao foram
observadas diferencas intra ou entre os grupos antes ou apos a suplementagdo. A

Figura 13 mostra os valores de peso em gramas para 0s dois grupo, antes e apds o
periodo de suplementacéo de creatina.
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Figura 13. Pesc em gramas dos animais de ambos 0S grupos, conirole e

suplemento, antes (PRE) e apos (POS) o periodo de 5 dias de suplementagéo de
creatina (n=14 animais por grupo).
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5. DISCUSSAQ

Em nosso estudo, a proposta de estudarmos as alteracbes metabdlicas
decorrentes da suplementacéc de creatina levou-nos a estabelecer um protocoic de
procedimento  experimental em ratos semelhante aos protocolos de atividade
intermitente que demonstraram a eficiéncia da suplementacdo de creatina em
humanos.

O protocolo de atividade intermitente com carga acima do limiar metabdlico
anaerdbio para ratos se mostrou eficiente, o que pode ser comprovado pelo aumento
crescente nas concentragbes sanguineas de lactato, o que cria um modelo
experimental que pode ser mais amplamente explorade para analises futuras.

A suplementac&o de creatina promoveu, em nosso estudo, menor aumento da
conceniracic sanguinea de lactato em ratos submetidos a atividade intermitente de
natagac desempenhada acima do limiar anaerdbio metabélico comparados ao
controle.

Em atividades realizadas nesta intensidade, a demanda energética € suprida
predominantemente pela via glicolitica (SKINNER et al., 1980 e HOLLOSZY et al,,
1998), sendo o acumuio de lactato, © indicativo do aumento da sua atividade (BONEN
et al, 1989 e KATZ et al,, 1990). A manutengao da atividade da via glicolitica e
dependente da continua reoxidagao de NADH, em NAD, que pode ocorrer atraves da
oxidacao mitocondrial ou da sintese de lactato, sendo esta Gltima, a predominante em
atividades de alta intensidade (KATZ et al., 1990).

As menores concentracdes de lactato sanguineo observadas em nosso estudo
permitiiam em tese, inferir maior tempo de manutengdo em atividades fisicas
desempenhadas acima do limiar metabdlico anaerobio.

As causas de fadiga em atividades com intensidade acima do limiar metabélico
anaerdbio estdo envolvidas com a deplegéo de fosfagénios (ATP e creatina fosfato) e
principalmente com o acimulo de metabdlitos como: lactato, aménia e ions H*
(MACLAREN et al., 1989; ROBERTS et al.,1989; ENOKA et al., 1992 ¢ GREEN,
1997). Muitos dos efeitos do lactato sobre a fadiga séo mediados via aumento da

concentracao de H’, ou diminuigdo do pH, gerado pela dissociacao do acido latico em
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iactato e H' (MACLAREN et al., 1989; RORBERTS et al., 1989; ENOKA et al., 1992 e
GREEN, 1997).

Aproximadamente 85% do H* livre gerado durante o exercicio induzindo
acidose & contribuigio do acido latico (SAHLIN, 1988). Em intensidades de exercicio

superiores a 70% do VO3 maximo, ou acima do limiar anaerébioc, a atividade da via

glicolitica e a subseguente producéo de H' sdo muito altas, fazendo com que © pH
muscular caia de um valor de repouse de aproximadamente 7.0 para 6,3-66
(KARLSSON, 1871 e METZGER et al., 1987). A diminuigio da poténcia produzida
associada com © baixe pH intramuscular pode ser atribuida em grande parte a
inibicio da via glicolitica, atraves da diminuicao da atividade da enzima
fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11), e subsequente interrupgao do suprimento de
energia (KARSLSSON, 1971 e GOLLNICK et al., 1973), além da influéncia negativa
exercida nos mecanismos de ativac@o das pontes cruzadas, diminuindo a forga
desenvolvida pela musculatura (EDMAN et al.. 1990 e LANNERGREN et ai., 1991},

A atividade glicogenclitica também pode ser deprimida pela eievada
concentracac de H', conforme demonstrado por CHASIOSTIS (1983) através de trés
mecanismos. Iniciaimente a ativacao da fosforilase (E.C. 2.4.1.1) - convers&o da
fosforilase b inativa a fosforilase a ativa - pela fosforilase quinase (E.C. 2.7.1.38), é
inibida pelo H'. O segundo mecanismo de inibicio ocorre durante a formacao de AMP
ciclico, onde o H™ é um potente inibidor da adenilciclase (E.C. 4.6.1.1). O terceiro e
mais forte mecanismo de inibicao esta associado com a diminui¢ao da disponibilidade
de substrato.

Considerando entdo, o acimulo de lactato como indicativo de fadiga em
atividades intensas, e relacionando a magnitude do seu acumuio com a atividade da
via glicolitica e glicogenolitica, ou seja, quanto maior a concentracao de lactato maior
a atividade destas vias, a diminuicdo das concentragoes sanguineas de lactato nos
ratos suplementados com creatina submetidos ao procedimento experimental pode
estar relacionada a uma menor dependéncia da glicolise como via produtora de
energia.

A menor velocidade de incremento da concentracio de lactato ao fongo dos
tiros de natacdo com carga acima do limiar metabolico anaerdbico € um dado

importante, pois poderia conforme discutido anteriormente refletir em maior
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autonomia de exercicio em intensidades slevadas. Ap6s a obtencdo de resuliados
similares em relacdo ao lactato emn diferentes experimentos tentamos entao
estabelecer um protocolo de avaliagao de desempenho em exercicio de natagao de
alta intensidade para raios.

A partir da determinacgo dos limiares metabdlicos anaerdbios, 0% animais
foram submetidos a exercicio continuo de natacdo com carga acima do limar. Caso
nossa hipdtese se comprovasse, 08 animais suplementados seriam capazes de se
manter em atividade por mais tempo devido ac menor actmulc de lactato.

No entanto, a metodologia ndc se mostrou eficiente pois, com o prolongamento
da atividade por um tempo maior que os 30 segundos que compdem o protocolo de
avaliacdo em atividade intermitente de alta intensidade, os animais passavam a
adotar uma manobra que invalidava o modelo. Apos algum periodo de natagdo 0s
ratos passavam a submergir € ao focar O fundo da cuba de natagBo eles
impuisionavam-se a superficie novamente, anulando assim o exercicic continuado
supra limiar.

Embora n2o tenha sido a proposta do estudo, ndo pudemos entéo, obter dados
que confirmassem a melhora no desempenho em atividades intensas em rafos
submetidos & suplementacéo de creatina e com menor aumento da concentracao
sanguinea de lactato em atividades intermitentes de alta intensidade. Uma alternativa
que certamente sera adotada em experimentos futuros sera a manutencdo da
execucado de tiros de natacado intermitentes com carga acima do limiar até a exaustao.

GREENHAFF (1997b) cita que a disponibilidade de creatina é tida como fator
imitante na capacidade de exercicio durante atividades curtas de alta intensidade.
GREENHAFF (1995) e NEWSHOLME et al. (1996) destacam ainda, a importancia da
via ATP-CP na ressintese de ATP e provisao de energia em atividades intensas,
sendo os estoques intramusculares de ATP e creatina fosfato, embora limitados,
responsaveis pela manuten¢do da demanda energética por aproximadamente 10
segundos em atividades de alta intensidade (BALSOM et al., 1994).

Segundo MUJIKA et al. (1897) o ATP utilizado a partir da mioquinase (E.C.
2.7.4.3), resuitando na formagao de AMP, o qual é desaminado pela enzima adenilate
deaminase (E.C. 3.5.4.6) na primeira reacao do ciclo das purinas nucleotideos,

levando a deplecdc do contetido de adenina nucleotideo e produgdo de amodnia e
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hipoxantina emn situagbes onde a taxa de hidrélise do ATP no musculo excede a taxa
de refosforilacgo de ADP. SAHLIN (1988) da suporte a egtas afirmacfes e tambem
sugere que a inferagac entre a deficiéncia na produgéoc de energia e fadiga possa
estar relacionada a aumentos nas concentragfes dos produios da hidrolise de ATP,
como ADP, AMP e Pi, ao invés da propria reducao das concentracbes de ATP. Uma
pequena diminuicdo na concentragao de ATP causaria grande aumento dos produtos
de sua hidrolise, e a fadiga muscular estaria associada ac aumento no catabolismo
de adenina nucleotideos em situacbes de desbalanco entre produgdo e utilizacdo de
ATP. GREENHAFF (1997b) da suporte a estas citacbes em estudo onde foi
observado menor acimulo de amdnia plasmatica e hipoxantina durante exercicio
maximo apoés a suplementagéo de creatina.

Conforme discutido anteriormente, a suplementacao de creatina € responsavel
pelo aumento do TCr em aproximadamente 20%, sendo 20% deste total, acumulado
sob a forma fosforilada — creatina fosfato (HARRIS et al., 1992; GREENHAFF el al.,
1994 e HULTMAN et al., 1996).

O aumento no TCr, bem como do contetdo de creatina fosfato, facilitam a
geracdo de creatina fosfato intramuscular e ressintese de ATP, principaimente em
fibras de contragdo rapida, prolongando assim, a duragdo de atividades
desenvolvidas em altas intensidades (BALSCOM et al., 1994 e CASEY et al., 1996).

GREENHAFF et al. (1994b) e CASEY et al (1996) citam ainda que a
suplementagao oral de creatina atenua a degradacdo de ATP durante atividades
intensas, provavelmente devido & melhor manutencao da taxa de ressintese de ATP
a partir de ADP.

Com a suplementacaoc de creatina, a capacidade da lancadeira creatina fosfato
& aumentada, resultando em melhor desempenho em atividades intermitentes de alta
intensidade, uma vez que a mesma manteria baixas concentragbes de ADP,
prevenindo efeitos inibitdrios nas miosinas ATP-ases e perda de adenina
nucleotideos (WILLIAMS et ai_, 1998).

A suplementacio de creatina, e o consequente aumento dos contelidos de
creatina livre e fosforitada aginde no aumento da capacidade de ressintese de
creatina fosfato e formacgéo de ATP, funcionariam entiac como um tampao do acamuio

de ADP, diminuindo a formagéo de estimuladores da via giicolitica, resultando numa
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menor dependéncia da glictlise anaerdbia, tendo como forte indicativo, em ullima
anglise, a menor concentracac de lactato sanguineo cbservada em nosso estudo.

Um ponte de discussao bastante importante neste momento trata da dosagem
de suplementac&o e incorporacao de creating em ratos. Conforme discutido
anteriormente, poucos s&o os frabaihos que estudam a suplementacio desta
substancia em animais e sua relag&oc com o exercicio. Em relagdo aocs seres
humanos, parece haver um consensoc em relacdc ao periodo e dosagem de
suplementagdo, com varios trabathos publicados mostrandc o aumenio no TCr a
partir da suplementagao de 20g/dia de creatina aoc longo de 5 dias.

Ja em relacao a ratos, as doses reportadas na literatura variam dentro de um
espectro muito amplo (de 250mg a 5g/Kg de peso corporal/dia). O mesmo pode se
dizer dos periodos de suplementagédo (5 dias a 5 semanas). N&o parece haver entao,
um consenso com relagao ao protocoio de suplementacéo de creatina em raios,
embora nos estudos mais recentes a dose suplementada parece ser maior do que a
usada em nosso experimento, ou quando os valores de dosagem se aproximam ao
nosso, o periodo de suplementagao parece ser maior.

Na elaboracic de nosso protocolo, tomamos por base 0 estudo realizado por
BRANNON et al. (1997). Neste, os autores utilizaram 250mg/Kg de peso corporal/dia
de creatina ao longo de 10 dias. Esta dosagem se mostrou eficiente para o aumento
de TCr em ratos.

Um dado que da suporte ac nosso protocolo de suplementacdo & o maior
aumento de peso significativo observado nos ratos suplementados com creatina apos
o periodo de suplementacao. Conforme ja discutido, a creatina € uma substancia
osmoticamente ativa, e sua incorporagdo na célula resultaria em aumento na
incorporacao de agua na mesma. (HULTMAN et al., 1992; MUJIKA et al.,, 1996 e
BEMBEN et al., 2001a). Os mesmos autores verificaram aumento significativo de
peso em humanos apbs a suplementacdo de creatina e creditaram o aumento de
peso observados em seus estudos a retencéo hidrica promovida pela suplementagao.

OP’T EIJNDE et al. (2001) e OP'T EIUNDE et al. (2001b) citam o aumento do
contetido de glicogénio em musculos oxidativos (soleo e porgao vermetha do

gastrocnémio) em ratos apbs a suplementacdo de creatina. NELSON et al. (2001)
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citam que a capacidade de armazenamento de glicogénic pode ser aumentada pela
suplementacdo des creatina, devido a influéncia desta no aumento do volume celular.

Em nosso estudo ndo foram observadas diferencas enire 0s grupos para ©
contetdo de glicogénio em nenhum dos tecidos analisados apds o exercicio de
natacdo em alta intensidade comparado com a situacdo controle, ou seja, a um
animal de mesmi0 peso e origem gue nao tenha sido submetido a nenhum dos
tratamentos propostos em nosso estudo.

A menor concentragic de lactato no grupc suplementado, acompanhada da
hipbtese de menor dependéncia da glicélise anaerdbia ndo foram suficientes para
mostrar diferencas no contetdc de glicogénio. Talvez a demanda energética e
consegiientemente o contetdo de glicogénio degradadoc n&o tenha sido de magnitude
suficiente para revelar diferencas significativas enire 0s grupos, uma vez que 0O
protocolo experimental era composto de 6 estimulos de apenas 30 segundos.
Entretanto, a obtencéo de dados referentes ao conteldo de glicogénio apos somente
o periodo de suplementagao e compara-los com os dados obtidos ap6s todo ©
procedimento experimental, poderiam revelar alguma diferenca em relagao ao
aumento do conteldo de glicogénio e consequente eficiéncia da suplementagdo de
creatina.

Alguns autores citam o papel da creatina como regulador da respiracdo celular.
BRANNON et al. (1997) observaram aumento da atividade da enzima citrato sintase
(E.C. 4.1.37), um marcador da capacidade oxidativa, em musculos sOleo e
gastrocnémio em ratos submetidos a treinamento e suplementagdo de creatina.
MEYER et al. (1984) atribuem a creatina um papel de aceptor de ATP mitocondrial,
podendo exercer aiguma regulacio sobre o metabolismo oxidativo, uma vez que a
ressintese de creatina fosfato é dependente do ATP produzido pela fosforilagao
oxidativa (BESSMAN et al., 1990). O TCr aumentado, e © consequente aumento na
ressintese de creatina fosfato ap6s a suplementagéo poderiam entdo estar ligados a
aumentos na capacidade oxidativa do individuo.

WALSH et al. (2001) estudaram o papel da creatina fosfato e da creatina na
regulacdo da respiracdo mitocondrial em amostras de masculo de humanos. Os
autores observaram que a creatina fosfato diminui a sensibilidade da respiracéo

mitocondrial enquanto a creatina tem ¢ efeito oposto. Numa situagao onde a razao
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creating fosfato/creatina diminui, fase de transig8o entre ¢ repouso & atividade intensa
por exemplo, a sensibilidade da respiracao mitocondrial aumenta.

Em nosso estudo n&o foram observadas diferencas na atividade maxima da
enzima citrato sintase (E.C. 4.1.3.7}, embora podemos inferir que houve ressintese de
creatina fosfato aumentada nos periodos de recuperacdo em funclo da menor
concentracio de lactato observada.

O mesmo pode ser ditc a respeito da fosfofrutoguinase (E.C. 2.7.1.11). Nao
foram cobservadas diferencas significativas na atividade maxima desia enzima em
nosso estudo. No entanto, podemos inferir menor fluxe pela via em decorréncia da
menor concentracio de lactato observada com o aumento da ressintese de creatina
fosfato e provisao de ATP e consequente menor dependéncia da via glicolitica.

WALKER (1979) indica que a glicolise pode ser modulada pela creatina
fosfato. A fosfofrutogquinase (E.C. 2.7.7.17), enzima chave na regulacio da atividade
glicolitica pode ser parcialmente inibida pela creatina fosfato. Conforme discutido
anteriormente, 2 maior producéo de ATP pela via ATP-CP “tamponaria” o acumulo de
ADP, diminuindo assim a formagao de estimuladores das vias glicoliica e
glicogenolitica @ conseqientemente suas atividades, resultando em menor acumulo
de lactato conforme observado em nosso estudo.

O fato de ndo termos verificado diferengas nas atividades maximas das
enzimas citrato sintase (E.C. 4.1.3.7) e fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.1.11) pode ser
atribuido tanto & dose administrada aos nossos animais quanto a extensao do
pericdo de suplementacao, o qua! pode nao ter sido suficiente para promover
alteracbes expressivas nas atividades maximas destas enzimas.

Uma alternativa interessante nos proximos trabalhos seria a determinagao do
fluxo por estas vias, principaimente da via glicolitica, a qual poderia ser obtida através
da infusdo de glicose marcada e determinagao subsequente de lactato marcado, ©
que nos permitiria entender a interac@o entre as vias ATP-CP e glicdlise anaerdbia de
produgédo de energia a partir da suplementacgio de creatina, além de comprovar a
hipotese de menor dependéncia da glicolise anaerdbia como via de producac de
energia em ratos suplementados, explicando as menores concentracbes de lactato
sanguineo obtidas com a suplementagao.
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Alguns autores relatam ainda, a diminuicio das conceniracbes plasmaticas de
tactato com a supiementacao de creatina (BALSOM et al., 1895; BURKE et al., 1996;
NELSON et ai., 1997; PREVOST etal., 1997 e YQUEL et al,, 2002).

HARRIS et al. (1992) citam ainda que a ressintese aumentada de creatina
fosfato poderia gerar um efeiic de “tamponamento” de ions H*, comprometendo a
sintese de lactato.

Com a suplementacio de creatina, a obtengdo de menores concentragbes de
lactato e a realizacdo de igual ou maior quantidade de trabalho alcancadas em
relagéic ao grupo controle, ou concentracdes similares ac grupo controle quando mais
trabalho & realizadc sugerem uma indicagao de menor dependéncia da glictlise
anaerébia. Este mecanismo dar-se-ia pela diminuicao da produgéo de substancias
estimuladoras da via glicoiitica (menor actumulo de ADP, AMP, Pi e menor queda do
oH), ou pela geracgdo de substancias inibitorias da via glicolitica; BRANNON et al.
(1997) demonstraram aumento da atividade da enzima citrato sintase (E.C. 4.1 .3.7)
com a suplementagio de creatina em fibras do tipo | e, com a suplementacdo
associada ao treinamentc em fibras do tipo |1B, aumentando a atividade oxidativa e
consegiientemente aumentandc a concentracao de citrato, podendo gerar inibicao da
enzima fosfofrutoguinase (E.C. 2. 7.1.11) e ainda favorecer a ressintese de creatina
fosfato em periodos de recuperagao aerdbia.

Outros autores observaram aumento da concentracio de lactaio ou nao
verificaram diferencas significativas apos a suplementacao de creatina (FEBBRAIO et
al., 1995; MUJIKA et al., 1996; SCHNEIDER et al., 1997; VANAKOSKI et al., 1998;
TARNOPOLSKY et al., 2000; PREEN et al., 2001 e SKARE et al., 2001). Um fato
importante, é que nestes estudos, a quantidade de trabalho realizada pelos grupos
suplementados foi maior que nos grupos controles, indicando assim melhora no
desempenho, evidenciando o efeito ergogénico da suplementagéo de creatina.

Em nosso estudo, conforme mencionado anteriormente, 0s animais
suplementados apresentaram maior peso apos os 5 dias de suplementacac de
creatina. Discutimos também, que de acordo com a literatura, este aumento &
creditado a retencao hidrica promovida pela incorporagao de creatina na célula.

Tendo em vista que a reteng&o hidrica promove aumento do volume da celula

muscular sem promover aumento efetivo das proteinas contrateis do musculo {actina
49



o rmiosina), em UM processo denominado hipertrofia sarcoplasmatica, 08 animais
suplementados ternam entdo maior carga de trabalho em relaggc acs animais
controle, pois a determinacio da carga utilizada no procedimento experimental e
referente ao peso corporal do animal.

Mesmo com uma maior carga de trabalho em relacio ao controle, 08 animais
suplementados apresentaram menor concentracio de lactato ao longo dos seis tiros
de natacdo com carga acima do limiar metabdlico anaerdbio, o que nos leva a corer,
embora nao pudemos observar outras alteracdes metabélicas, no efeitc da
suplementag@o de creatina na ressintese aumentada de creatina fosfato e na menor
dependéncia da glicdlise anaerdbia.
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6. CONCLUSAO

A suplementacio de 0,3g de creatina por Kg de peso corporal em ratos
durante 5 dias foi suficiente para reduzir a concentracio de lactato nas quatro ultimas
repeticdes de esforco supra limiar desenvolvidos em natagéo sem alteragfo tanto do
conteddo de glicogénic como da atividade maxima das enzimas citrato sintase (E.C.
4.1.3.7) e fosfofrutoquinase (E.C. 2.7.7.71).

Sugerimos aumento da ressintese de creatina fosfato e maior provisdo de ATP
oela via ATP-CP com a suplemeniac@o de creatina, o gue em gliima analise pode
gerar menor dependéncia da giicolise anaerbbia e “tamnponamento” de ions H
reduzindo assim a concentrago de iactato sanguineo observado em nosso estudo.

No entanto, novos estudos séo necessarios para podermos afirmar tal hipotese.
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