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RESUMO

Estudos recentes tém sugerido que a suplementacdo de creatina é capaz de modular a homeostase
da glicose, aumentando sua captacao pelos tecidos periféricos. O objetivo deste trabalho foi investigar o
efeito da suplementacdo de creatina na tolerdncia a glicose e no contetdo de glicogénio muscular e he-
patico em ratos submetidos ou néo a atividade fisica por quatro e oito semanas. Ratos Wistar foram divi-
didos em dois grupos: quatro e oito semanas de intervencéo. Posteriormente, cada grupo foi subdividido
em quatro subgrupos, de acordo com a ingestao do suplemento e o treinamento: controle cedentério,
controle treinado, suplementado sedentario e suplementado treinado. Os animais tiveram livre acesso a
agua e racdo; o grupo suplementado teve 2% de sua racao sob a forma de creatina monoidratada. Os
grupos exercitados nadaram 40 minutos por dia, quatro dias por semana, com carga entre 2 e 5% do
seu peso amarrado ao peito. Apds quatro e oito semanas, o teste oral de tolerancia a glicose e as dosa-
gens de glicogénio muscular e hepético foram realizadas. Nao foram observadas diferencas significativas
entre 0s grupos no teste de tolerancia oral a glicose e no conteldo de glicogénio muscular e hepatico.
Este estudo mostrou que a suplementacdo de creatina ndo exerceu influéncia na tolerancia a glicose
nem nas concentracdes de glicogénio em ratos submetidos ou néo a atividade fisica por quatro ou oito
semanas.

Palavras-chave: acido o metil guanidino acético, condicionamento fisico, glicemia.

ABSTRACT

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 glucose tolerance, muscle and hepatic glycogen content in rats submitted
or not to physical activity for four and eight weeks. Wistar rats were divided in two groups: four and
eight weeks of intervention. Afterwards, each group was subdivided in four subgroups, according to
supplement intake and exercise: Sedentary Control; Trained Control; Supplemented Sedentary; and Sup-
plemented Trained. The animals had free access to water and chow and the supplemented groups had
two % of their diet as creatine monohydrated. The exercise groups swam for 40 minutes a day, four days
a week, with two to five % of their body weight attached to their chests. After four and eight weeks, oral
glucose tolerance tests were performed and both hepatic and muscle glycogen were determined. No
significant differences were observed between groups on glucose tolerance and glycogen content in
muscle and hepatic tissue. This study shows that creatine supplementation does not influence neither
glucose tolerance nor glycogen concentrations in rats submitted or not to physical activity for four and
eight weeks.

Keywords: glycine, N-(aminoiminomethyl)-N-methyl-, physical fitness, blood glucose.

INTRODUCAO

A suplementacdo de creatina tornou-se popular por sua capacidade

ao treinamento aerébio, também é capaz de melhorar a tolerancia a
glicose em humanos saudaveis®.

Ha grande controvérsia quanto a suplementagdo de creatina poder

de aumentar o desempenho no exercicio®, Recentemente, essa amina
tem sido investigada como uma possivel ferramenta capaz de modular
o metabolismo dos carboidratos. Ferrante et al?, por exemplo, demons-
traram que a suplementagao de creatina retardou significativamente
0 aparecimento de diabetes em ratos tipicamente hiperglicémicos.
Nosso grupo relatou que a suplementacado de creatina, quando aliada
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afetar a captacao de glicose por efeito direto sobre o tecido periférico
ou por aumentar a secre¢ao pancreatica de insulina®. Rooney et al®,
por exemplo, observaram hiperinsulinemia em camundongos subme-
tidos a suplementacéo de creatina, mas nao verificaram aumento no
contetido de glicogénio muscular. Em contrapartida, OP'T Eijnde et al.©
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demonstraram aumento de 40% no conteudo de glicogénio muscular
a despeito da auséncia de hiperinsulinemia.

Em relacdo ao efeito no tecido periférico, Jeong-Sun et al”’ de-
monstraram que a suplementagdo de creatina aumentava a expres-
sdo génica do transportador de glicose muscular (GLUT-4) e de seus
fatores de transcricdo, o que contribuiria para o maior transporte de
glicose para dentro da célula. Em humanos, apds duas semanas de
imobilizagdo de uma das pernas, a suplementacao de creatina con-
tribuiu para manter o contetido de GLUT-4 no musculo imobilizado,
enguanto no grupo controle esse mesmo parametro foi reduzido
em 20%©. Nesse mesmo estudo, apds 10 semanas de reabilitacao
muscular, o contetdo de GLUT-4 no grupo suplementado aumentou
40% em relagdo ao grupo placebo. Em estudo com metodologia se-
melhante, Derave et al® também observaram aumento significativo
nos contetdos de GLUT-4 e glicogénio como conseqléncia da su-
plementacdo de creatina em seis semanas de treinamento (reabilita-
¢do muscular). No entanto, ao analisarem a perna néo exercitada, os
autores constataram que a suplementacao de creatina per se nao foi
capaz de induzir as mesmas adaptagbes. Diante disso, eles sugeriram
que a creatina exerceria apenas um efeito sinérgico ao treinamento
fisico.

Apesar dessas evidéncias iniciais, alguns autores falharam em de-
monstrar a influencia da suplementacao de creatina na homeostasia
da glicose. Newman et al® demonstraram que a suplementacao de
creatina por 28 dias ndo afetou a tolerancia a glicose em homens
saudaveis. Além disso, diversos autores ndo conseguiram confirmar
hiperinsulinemia apos a ingestao de creatina®?. De fato, ainda restam
duvidas sobre a suplementacéo de creatina ser capaz de influenciar
o0s contetdos de GLUT-4 e glicogénio muscular®. Logo, mais estudos
s30 necessarios para esclarecer quais os reais efeitos da suplementacao
de creatina na homeostasia da glicose.

O objetivo deste trabalho é investigar os possiveis efeitos da su-
plementacédo de creatina na tolerancia a glicose e nos estoques de gli-
cogénio muscular e hepatico em ratos submetidos ou ndo a atividade
fisica por quatro e oito semanas.

METODOS
Animais

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Escola de Educacéo Fisica e Esporte da Universidade de Sao Paulo
(EEFEUSP). Ratos machos Wistar, obtidos no Instituto Butanta, foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: quatro e oito semanas de
intervencdo. Posteriormente, cada grupo foi subdividido em quatro
subgrupos, de acordo com a ingestdo do suplemento e do treina-
mento: controle sedentério, controle treinado (CT), suplementado
sedentario (SS) e suplementado treinado (ST). Todos os ratos foram
alocados em caixas (dois ou trés animais por caixa), em ciclo claro/
escuro de 12 horas invertido e tiveram livre acesso a dgua e ragao
(Labina® / Purina).

Desenho experimental

Como descrito na figura 1, duas semanas antes da intervengao
propriamente dita, 0s ratos que seriam suplementados com creatina
iniciaram um processo de adaptacéo para ingerir a ragdo em po, en-
quanto os animais que seriam submetidos ao treinamento iniciaram
uma adaptacdo as condicdes de natacdo. A intervencado comegou
numa segunda-feira, quando todos os ratos foram pesados em balanca
de precisdo (Filizola", Santos, SP). Os grupos submetidos ao exercicio
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nadavam 40 minutos por dia, quatro dias por semana (segunda, terca,
quinta e sexta-feira) carregando uma carga amarrada ao seu térax,
com peso variavel de 2 a 5% da sua massa corporal. Desde o inicio da
intervencao, os ratos eram pesados semanalmente (sempre as segun-
das-feiras) e a sobrecarga de treino era ajustada. A temperatura da dgua
foi mantida em 31°C e os ratos foram enxugados apos o exercicio, antes
de retornar as caixas. O grupo suplementado tinha creatina adicionada
a racao na razdo de 2%.

Quatro e oito semanas apds o inicio da intervencao, o teste oral
de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nos respectivos grupos.
Apds uma noite de jejum, uma amostra de sangue foi retirada da veia
caudal de cada rato (tempo 0), que na seqliéncia recebia, via gavagem,
uma solucdo de glicose na concentragdo de dois gramas de glicose
por quilograma de peso. As amostras de sangue foram coletadas nos
tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos. Apods o TOTG, os ratos retornaram
a suas caixas e tiveram acesso a racao por 24h, quando entdo foram
sacrificados por decapitacdo. A amostras de tecidos do musculo gas-
trocnémico e figado foram retiradas e congeladas em nitrogénio liquido
imediatamente, para posterior analise.
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Figura 1. Desenho experimental. Grupos: controle sedentario semana 4 (CS4 /n =9);
suplementado sedentério semana 4 (5S4 / n = 10); controle treinado semana 4 (CT4
/ n = 6); suplementado treinado semana 4 (ST4 / n = 8); controle sedentério semana
8 (CS8 / n =10); suplementado sedentdrio semana 8 (SS8 / n = 8); controle treinado
semana 8 (CT8 / n =7); suplementado treinado semana 8 (ST8 / n = 7).

Analises séricas e musculares

A dosagem glicémica foi realizada utilizando-se o glicosimetro
Accu-Chek Advantage Il (Roche”).

As anélises do glicogénio foram feitas em duas etapas: extracdo!”
e quantificacao?. A extracdo, segundo do método de Sjorgreen et
al™m, era feita através de amostras de tecidos (0,265 £ 0,015mg) do
musculo gastrocnémio e figado. Elas eram digeridas em tubos de
vidro contendo solucéo de 30% de hidréxido de potéssio (KOH) em
banho fervente por 60 minutos. Apds esse periodo foi adicionada, em
cada tudo de ensaio, solucao saturada de sulfato de sodio (Na,S0O,) e
etanol a 70%, sendo os tubos agitados no voértex (AP 56, Sdo Pau-
lo, Brasil) e retornados ao banho-maria (Fanen, Sao Paulo, Brasil) por
15 minutos. Na seqUéncia, os tubos eram centrifugados (centrifuga
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Hettiche, Berlim, Alemanha), o sobrenadante era descartado e ao pre-
cipitado era acrescentado etanol a 70%, sendo os tubos novamente
agitados no vértex. Repetia-se o processo de centrifugacdo e descar-
te do sobrenadante e adicionava-se 1mL de dgua destilada quente
para ressuspender o precipitado. A solugdo dessa vez era guardada
para ser quantificada.

A quantificacdo era realizada utilizando o método de Hassid e
Albrahams'?, no qual, apos cinco solugdes-padrao serem preparadas,
com diferentes concentracdes de glicose, amostras de 50uL e 10uL
(gastrocnémio e figado, respectivamente) da solugdo proveniente da
extragao eram adicionadas, respectivamente, a 950uL e 990l de dgua
destilada e 2mL de antrona (corante que se liga a glicose). Para formar
a solucao "branco’, o mesmo era feito com 1.000ul de dgua destilada e
2mL de antrona; enquanto as solugdes-padrao também eram formadas
a partir de 1.000puL de cada diluicdo padrdo adicionados a 2mL de
antrona. As amostras eram agitadas no vértex e permaneciam por 15
minutos em banho fervente. Em seguida, eram retiradas do banho-
maria e levadas ao espectrofotometro (Dr. Lange Cadas 100, Berlim,
Alemanha), que realizava a leitura com comprimento de onda de 650
nandémetros.

O espectro era zerado com o branco e as leituras das amostras
eram feitas em duplicatas. Para o célculo do glicogénio eram utiliza-
das a média da leitura das duplicatas e uma férmula especifica que
gerou os resultados em miligramas de glicogénio por 100 miligramas
de tecido.

Analise estatistica

Utilizou-se a andlise de varidncia para medidas repetidas (General
Linear Model [GLM]) para a anélise dos valores de glicogénio. Para as
andlises dos pontos da curva do TOTG, aplicou-se teste de normali-
dade de Shapiro-Wilk ou andlise de variancia (GLM), de acordo com a
normalidade dos dados, e teste post-hoc de Tukey, para comparacoes
multiplas. O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05 e foram
utilizados os programas de computador Minitab e SAS, nas versdes 14
e 8,02 respectivamente.

RESULTADOS

Houve uniformidade de peso entre os grupos no periodo basal,
indicando homogeneidade. No decorrer do estudo, o ganho de peso
médio entre os grupos também foi similar (figura 2).
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Figura 2. Curva de ganho de peso médio dos diferentes grupos. Grupos: controle
sedentario semana 4 (CS4/ n = 9); suplementado sedentario semana 4 (554 / n = 10);
controle treinado semana 4 (CT4 / n = 6); suplementado treinado semana 4 (ST4/ n
= 8); controle sedentdrio semana 8 (CS8 / n = 10); suplementado sedentdrio semana
8 (SS8 / n = 8); controle treinado semana 8 (CT8 / n = 7); suplementado treinado
semana 8 (ST8/n=7).
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N&o houve alteracdo significativa entre ou intragrupos em relacao
aos conteudos de glicogénio hepético e muscular (tabela 1).

Tabela 1. Contetido de glicogénio muscular e hepatico em funcdo das intervencoes

Grupo Gastrocnémio Figado
CS4 0348 £0,11 3478 + 0,84
5S4 0367 +0,08 3,091 £ 0,39
CT4 0,403 £ 0,06 3204 +£0,73
ST4 0,327 £0,08 2911 £ 046
Cs8 0281 +0,08 2,646 + 0,69
SS8 0,299 £ 0,04 2987 +0,22
T8 0,304 £ 0,06 2,687 £0,37
ST8 0,330 £ 0,02 2,680+ 0,30

Valores expressos em média e desvio-padrao de miligramas (mg) de glicogénio por
100mg de tecido. Controle sedentario semana 4 (CS4 / n = 9); suplementado seden-
tario semana 4 (554 / n = 10); controle treinado semana 4 (CT4 / n = 6); suplemen-
tado treinado semana 4 (ST4 / n = 8); controle sedentdario semana 8 (CS8 / n = 10);
suplementado sedentdrio semana 8 (SS8 / n = 8); controle treinado semana 8 (CT8 /
n = 7); suplementado treinado semana 8 (ST8 / n = 7).

Também nao foram verificadas respostas significantemente diferen-
tes em relagdo ao teste oral de tolerancia a glicose entre os subgrupos
(figura 3).
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Figura 3. Glicemia dos ratos provenientes dos subgrupos da semana 4 (painel A) e 8
(painel B) em resposta ao TTG. Dados expressos em média e desvio-padréo. controle
sedentario semana 4 (CS4 / n =9); suplementado sedentario semana 4 (554 / 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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DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da suplementacao
de creatina na tolerancia a glicose e nos estoques de glicogénio mus-
cular e hepdtico em ratos submetidos ou néo a atividade fisica por
quatro e oito semanas. Utilizamos trés fatores (suplementagao, tempo
e exercicio) que pareciam interferir na homeostasia da glicose, mas que
ndo apresentam resultados consensuais na literatura. Nossa hipdtese
era de que a suplementacdo de creatina aumentaria os estoques de
glicogénio e melhoraria a tolerancia a glicose, especialmente em ratos
submetidos a atividade fisica. No entanto, nem o contetdo de glico-
génio dos tecidos, nem a resposta a sobrecarga oral de glicose foram
afetados pelo desenho experimental adotado.

Na literatura tem sido amplamente demonstrado que a suplemen-
tacdo de creatina na racdo, numa razao de 2%, é capaz de promover
aumento significativo da concentracao de fosfocreatina (PCr) e creatina
(Cr) em tecidos de ratos!">'. McMillen et al'¥, por exemplo, utilizaram
essa quantidade de creatina; observaram aumento significativo no
conteldo total de creatina no musculo gastrocnémio dos animais em
apenas duas semanas de suplementacao. Por isso, consideramos que a
quantidade do suplemento empregada em nosso trabalho dificilmente
nao promoveria aumento nas concentragdes de creatina nos tecidos
dos animais, apesar de néo termos medido esse parametro. Curiosa-
mente, mesmo que considerassemos a hipdtese de o suplemento nao
ter sido incorporado aos tecidos dos animais, alguns autores ja suge-
riram que outros fatores, diferentes da concentracao de PCr e Cr, po-
deriam afetar a homeostasia da glicose. Jeong-Sun et al” utilizaram o
mesmo protocolo de suplementagao por trés semanas em ratos Wistar
e, apesar de nao observarem alteracoes nas concentracdes musculares
de PCr e Cr, constataram aumento significativo do contetido de GLUT-4,
fosforilacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e aumento
em 40% dos estoques de glicogénio no musculo epitroclear. Portanto,
ndo consideramos que os nossos resultados foram influenciados pelo
método de suplementacdo dos animais.

A influéncia do periodo de suplementacdo sobre a homeostasia
da glicose foi outro fator que tentamos elucidar em nosso trabalho.
Apesar de Op't Eijnde et al® demonstrarem aumento do contetido de
glicogénio muscular em ratos utilizando altissimas doses de creatina
em apenas cinco dias, Rooney et al.®) s6 conseguiram observar efeitos
sobre a insulinemia e tolerancia a glicose apds quatro e oito semanas,
respectivamente. No nosso estudo, o tempo de suplementacéo nao
exerceu qualquer influéncia sobre os parametros investigados.

Um fator que pode ter contribuido para nossos resultados foi o tipo
de musculo escolhido para a andlise. Na literatura, os estudos diver-
gem quanto aos tipos de musculo utilizados para avaliar a influencia
da suplementagao de creatina na captacao de glicose e contetdo de
glicogénio®”). Baseados no fato de as fibras de caracteristica anaerdbia
possuirem maior contelido de glicogénio, PCr e adenosina trifosfato
(ATP), em comparacdo com aerdbias, escolhemos o musculo gastroc-
némio para as dosagens do glicogénio. Esse musculo, ainda que de
caracteristica mista, possui aproximadamente 93% de seu contetido de
fibras do tipo Il (glicolfticas)!". Mesmo assim, ndo observamos aumento
significativo do contetdo de glicogénio muscular apds a suplemen-
tacdo com a creatina, corroborando estudos prévios que utilizaram
musculos caracterizados pelo mesmo tipo de fibra muscular®®.

De fato, os estudos que reportaram aumento na concentragao
de glicogénio utilizaram musculos com alta capacidade oxidativa®”.
Dessa forma, as discrepancias poderiam justificar-se pelas diferencas
nas caracteristicas dos musculos adotados.
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Outro fator que pode ter influenciado nos resultados foi o tipo de
exercicio fisico adotado. Em humanos, a suplementacdo de creatina
tem sido associada aos aumentos no contetido de GLUT-4 e estoques
de glicogénio muscular, especialmente quando combinada a prati-
ca de atividade fisica®. Reconhecidamente, o exercicio fisico per se
é capaz de afetar a captacdo de glicose, aumentando seu transporte
para dentro da célula, mediado por maior translocacao do GLUT-4
para a membrana plasmatica, mesmo sem a presenca da insulina®.
Considerando esse mecanismo, e pelo fato de néo termos verificado
diferencas nas concentracdes de glicogénio muscular entre os grupos
sedentarios e exercitados, ponderamos a hipdtese de nosso treinamen-
to ndo ter sido suficientemente intenso (volume e/ou duracéo) para
promover as adaptacdes capazes de gerar maior captagdo de glicose
nos tecidos. Nos estudos que verificaram alteragdes nas concentra-
¢oes de glicogénio muscular, em ratos submetidos ao treinamento
de natacdo, os autores utilizaram volume muito maior de exercicio
(duas sessoes de trés horas de natacdo, separadas por 45 minutos de
intervalo) que o nosso!”19. Paralelamente, outro aspecto que vale a
pena ser ressaltado é que, apds uma sessao de deplecdo de glicogénio
muscular, como resposta adaptativa, ocorre aumento do conteudo
de GLUT-4 para promover maior captacao de glicose pelas células‘”.
Considerando que essa resposta adaptativa s6 cessa completamente
apds 48 horas®?, poderiamos inferir que, se o exercicio realizado na
segunda-feira das semanas quatro e oito fossem realmente eficazes na
reducdo do conteldo de glicogénio muscular, poderiamos observar
queda mais acentuada na curva do TOTG realizado na terca feira, ao
menos Nos ratos submetidos a atividade fisica. No entanto, nenhuma
diferenca foi observada entre os subgrupos, o que favorece a possi-
bilidade de o protocolo de exercicio adotado realmente néo ter sido
eficaz na promocao das adaptacdes necessarias para promover maior
captacao de glicose.

Caso os efeitos da suplementacao de creatina sejam apenas exis-
tentes quando combinados ao exercicio fisico, é possivel especular
que nossos achados sdo consequéncia da incapacidade do protocolo
de treinamento em gerar adaptacdes no metabolismo glicidico, em
detrimento da hipdtese de a creatina ndo ser efetiva para tal finalidade.
Essa possibilidade parece ser bastante plausivel, ja que alguns grupos,
incluindo o nosso, demonstraram o efeito sinérgico da creatina ao
exercicio na captacao de glicose®62.,

Em suma, a suplementacao de creatina n&o influenciou a captacao
periférica de glicose e os estoques de glicogénio muscular e hepatico
em ratos submetidos a atividade fisica por quatro e oito semanas.
Ressaltamos ainda que os achados discrepantes na literatura podem,
parcialmente, ser atribuidos as grandes diferencas metodoldgicas uti-
lizadas nos estudos. Portanto, mais estudos devem ser realizados no
intuito de elucidar os possiveis efeitos da suplementacdo de creatina
na homeostase da glicose, sobretudo no que se refere a sua possivel
aplicacao terapéutica.
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