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RESUMO

Introducao e objetivo: A suplementacado de creatina tem sido
usada para melhorar o desempenho muscular. Esta afeta o meta-
bolismo da glicose e estimula a secre¢do de insulina in vitro e in
vivo. No entanto, a hipersecrecdo de insulina em longo prazo pode
induzir também resisténcia a insulina. O presente trabalho anali-
sou os efeitos da suplementacdo oral de creatina para avaliar a
possibilidade da ocorréncia de resisténcia a insulina in vivo. Méto-
dos: Quarenta e oito ratos Wistar (24 fémeas/24 machos) foram
divididos em dois grupos de 24 (controle e estudo) e subdivididos
em seis grupos de oito. Por quatro semanas, foram alimentados
com racdo padrdo, tendo livre acesso a agua. Além disso, o grupo
de estudo recebeu dieta suplementar de creatina (0,4g de creatina
para 30mL de agua por rato/dia). Nos 7°, 14°, 21° e 28° dias do
experimento, 12 ratos foram anestesiados (tiopental sédico 0,15mL/
100g), ap0s jejum de seis horas, sendo submetidos ao teste intra-
venoso de tolerancia a insulina (0,5mL de uma solugdo de 30% de
insulina humana regular e 70% de salina). As amostras de sangue
foram coletadas das veias dos rabos dos ratos, nos tempos basal,
trés, seis, nove, 12 e 15 minutos apés a administracao da insulina.
A mensuracéo da glicose foi feita pelo método da glicose-oxidase.
O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CCMB- PUCSP. Resultados: A média da constante
de decaimento da glicose (K,;;) foi calculada pela férmula 0,693/
T,,,- O grupo de estudo, quando comparado com o grupo contro-
le, apresentou resisténcia insulinica no 21° dia (p < 0,0004) e 28°
dia (p < 0,0001). Conclusédo: Este trabalho mostra que a suple-
mentagao prolongada de creatina pode levar a resisténcia a insuli-
na e que deveria ser usada com cautela em individuos com distur-
bios do metabolismo da glicose.

ABSTRACT

Insulin resistance with creatine supplementation in
laboratory animals

Introduction and objective: Creatine supplementation has been
used in order to improve muscular performance. This substance
affects glucose metabolism and stimulates the in vitro as well as
the in vivo insulin secretion. Nevertheless, long-term insulin hy-
persecretion may also induce insulin resistance. The present work
analyzed the effects of creatine oral supplementation in order to
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evaluate the possibility of occurrence of resistance toin vivo insu-
lin. Methods: Forty-eight Wistar rats (24 female/24 male) were
divided in two groups of 24 (control and study) and subdivided in
six groups of eight. They were fed with standard food during four
weeks, having water ad libitum. Moreover, the study group re-
ceived dietetic supplement of creatine (0.4 g creatine for 30 ml of
water per rat/day). In the 7%, 14, 21st and 28" day of the exper-
iment, 12 rats were anesthetized (sodium thiopental 0.15 mL/100
g) after six hour-fasting, being submitted to intravenous insulin
tolerance test (0.5 mL of 30% regular human insulin and 70%
saline solution). The blood samples were collected from the tail
veins of the rats, in the basal, three, six, nine, 12 and 15 minutes
after insulin administration times. The glucose measurement was
performed through the glucose oxidase method. The study was
previously approved by the Research Ethics Committee of CCMB-
PUC-SP. Results: The mean of the glucose decrease constant (K,;;)
was calculated through the formula 0.693/T,,,. The study group,
when compared with the control group, presented insulin resis-
tance at day 21 (p < 0.0004) and day 28 (p < 0.0001). Conclusion:
This study shows that extended creatine supplementation may
lead to insulin resistance. Besides that, it should be carefully used
in individuals with glucose metabolism disturbances.

RESUMEN

Resistencia a la insulina con la suplementacion de creatina
en animales de experimentacion

Introduccion y objetivo: La suplementacion con creatina vie-
ne siendo usada para mejorar el desempefio muscular. Esta afecta
el metabolismo de la glucose y estimula la secrecion de insulinain
vitro e in vivo. Entretanto, la hipersecrecion de insulina a largo
plazo puede inducir tambien resistencia a la insulina. El presente
trabajo analizo los efectos de la suplementacion oral de creatina
para evaluar la posibilidad de la ocurrencia de resistencia a la insu-
lina in vivo. Métodos: Cuarenta y ocho ratones Wistar (24 hem-
bras/24 machos) fueron divididos en dos grupos de 24 (control y
estudio) y subdivididos en seis grupos de ocho. Por cuatro sema-
nas, fueron alimentados con racion padron, teniendo libre acceso
al agua. Ademas de eso, el grupo estudio recibio dieta suplemen-
taria de creatina (0,4 g de creatina para 30 mL de dgua por ratén/
dia). En los dias 7, 14, 21 e 28 del experimento, 12 ratones fueron
anestesiados (tiopental sédico 0,15 mL/100 g), despues de seis
horas de ayuno, y sometidos a un test intravenoso de tolerancia a
la insulina (0,5 ml de una solucién de 30% de insulina humana
regular y 70% de salina). Las muestras de sangre fueron colecta-
das de las venas de los rabos de los ratones, en los tiempos basal,
tres, seis, nueve, 12 y 15 minutos tras la administracion de insuli-
na. La medida de la glucosa fué hecha por el método de la glucosa
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oxidasa. El trabajo fué previamente aprobado por lo Comité de
Etica en Investigacion del CCMB-PUCSP. Resultados: La media
constante de descenso de la glucosa (K,;) fué calculada por la
férmula 0,693/T,,,. El grupo de estudio cuando fué comparado
con el grupo control presento resistencia insulinica en el dia 21 (p
< 0,0004) y en el dia 28 (p < 0,0001). Conclucion: Este trabajo
muestra que la suplementacién prolongada con creatina puede
llevar a resistencia a la insulina y que deberia ser usada con caute-

la en individuos con disturbios del metabolismo de la glucose.

INTRODUCAO

A suplementacgédo oral com creatina é generalizada em atletas
profissionais e amadores, em diversas faixas etarias e recomen-
dada pelo American College of Sports Medicine para melhorar o
desempenho em exercicios de curtos periodos e extrema potén-
cial2, A creatina € um nutriente natural, de origem animal, encon-
trada em carnes e peixes. E sintetizada de maneira endégena no
figado, pancreas e rins, a partir de alguns aminoacidos (glicina,
arginina, metionina). E um importante reservatorio de energia para
a contragdo muscular, pois cerca de 95% da creatina corporal séo
armazenados no musculo esquelético sob a forma livre e fosforila-
da (como creatina fosfato — PCr). Quando a demanda de energia
aumenta, a creatina fosfato fornece o fosfato para a adenosina
difosfato (ADP) com a finalidade de sintetizar adenosina trifosfato
(ATP). Esse tipo de reacao ocorre rapido e resulta em energia para
atividades fisicas de alta intensidade e curta duragdo. O uso su-
plementar de creatina tem como objetivo aumentar o contetdo
de fosfocreatina muscular, embora os resultados quanto a sua efi-
cacia sejam ainda controversos®. Além de aumentar os estoques
de creatina muscular, a suplementacéo dietética com creatina pode
aumentar a ressintese de creatina fosfato®, embora isso ndo seja
sempre observado®.

Ainda que seja considerada licita e segura pelo Comité Olimpi-
co Internacional, certamente, além dos beneficios, ha alguns ris-
cos com essa suplementacédo®. Existem trabalhos que mostram
gque existem efeitos indesejaveis da suplementacéo cronica de
creatina”, levando a sobrecarga hepatica e renal, embora nédo se
tenha encontrado, em outro estudo®, sobrecarga renal em indivi-
duos sadios ainda que indique que aqueles com disfuncéo renal
ndo a devam utilizar.

A creatina afeta também o metabolismo dos carboidratos. Ao
ser injetada intraperitonealmente, leva a hipoglicemia® e sua su-
plementacgéo na dieta tem mostrado melhora quando existe alte-
racdo da tolerancia a glicose?. Desde a década de 70, estudos
com animais e in vitro demonstraram que a insulina acentua o
transporte da creatina sanguinea para dentro do musculo esque-
|ético de ratos**1?. Tem sido demonstrado, também, que a creati-
na aumenta os estoques musculares de glicogénio®®. A ressinte-
se do glicogénio™ e o aumento da proteina carreadora de glicose®®
tém sido observados na suplementacdo de creatina, alterando a
regulagdo do metabolismo da glicose®¢17),

Possivelmente, o0 mecanismo pelo qual a creatina afeta 0 meta-
bolismo da glicose é estimulando a secrecédo pancreética de insu-
lina, pois, embora a glicose seja 0 maior estimulante da secrecéo
da insulina, esta também pode ser induzida por proteinas e ami-
noacidos. O papel da creatina, como estimulante da secregao de
insulina, tem sido demonstrado em estudos in vitro®819 e estudos
in vivo comprovando essas mesmas alteragcdes®é17),

No entanto, essa hipersecrecéo de insulina, ao longo prazo, pode
induzir também resisténcia a insulina®?, o que néo tinha sido pre-
viamente estudado em suplementacdo de creatina. Foi proposito
do presente trabalho analisar os efeitos da suplementacgéo oral de
creatina sobre o metabolismo dos carboidratos, em especial para
avaliar a possibilidade de ocorrer resisténcia a insulina in vivo, em
animais de experimentacgdo (ratos) recebendo dieta suplementar
com creatina por quatro semanas.
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METODOS

Os testes foram realizados no Laboratério de Fisiologia do Cen-
tro de Ciéncias Médicas e Biologicas (CCMB), Pontificia Universi-
dade Catdlica de Sao Paulo, Campus Sorocaba. Foram seleciona-
dos 48 ratos Wistar albinos, sendo 24 machos e 24 fémeas,
provenientes do Biotério do CCMB. Esses animais foram dividi-
dos em oito gaiolas de polivinilcarboneto (PVC) revestidas com
serragem de pinho branco esterilizado (aproximadamente 65cm?
de area para cada animal); seis ratos do mesmo sexo foram distri-
buidos por cada gaiola. Quatro gaiolas eram do grupo controle e
quatro do grupo estudo, contendo, ambos os grupos, duas gaiolas
com ratos fémeas e duas com ratos machos. A temperatura am-
biente de aproximadamente 20°C e a umidade relativa do ar (UR)
ao redor de 50-55% foram mantidas como ideais para 0os animais.
Todos os animais foram alimentados com a mesma racdo (nome
comercial Labina, marca Purina) na forma de pellets (30g/dia por
animal) e com livre acesso a agua pura para o grupo controle e
agua com creatina dissolvida para o grupo estudo. O grupo estudo
recebeu dieta suplementar de creatina, na propor¢édo de 0,4g de
creatina para 30mL de agua por rato/dia por quatro semanas. Os
experimentos ocorreram no 7°, 14° 21° e 28° dias de pesquisa.
Em cada dia do experimento, foram escolhidos das gaiolas seis
ratos do grupo controle e seis ratos do grupo estudo (trés machos
e trés fémeas cada). Todos foram colocados em jejum alimentar
por seis horas, iniciado as sete horas da manha do dia do experi-
mento. Para o grupo estudo também foi retirada a agua com crea-
tina, que foi substituida por agua pura.

Estimativa da acdo da insulina in vivo usando o teste de
tolerancia a insulina de 15 minutos (ITT) - As 13 horas do dia do
experimento iniciou-se o teste de tolerancia a insulina, sendo os
ratos anestesiados intraperitonealmente (tiopental sodico 0,15mL/
100g), utilizando-se seringa descartavel de 1mL e agulha 27,5G%.
Quando necessaria, a anestesia foi completada com éter etilico.
Foi realizada pequena secc¢éao na extremidade distal dos rabos dos
ratos para realizagcdo das coletas das amostras de sangue. A pri-
meira coleta foi realizada antes da administragcdo de insulina (ba-
sal). As gotas foram pipetadas com pipeta de 20ul e ponteiras
descartaveis. A amostra foi colocada em tubos ependorff com
100p!I de solucéo de acido tricloroacético (TCA) a 5%, levemente
agitada e reservada em recipiente com gelo. Esse procedimento
foi realizado de forma idéntica para todos os grupos. Foi adminis-
trado 0,5mL de uma solucdo de 30% de insulina regular (Biohulin
U-100) e 70% de salina, que foi mantida sempre gelada, em serin-
ga estéril e descartavel de 1mL (100U), da marca BD Plastipak, a
ambos os grupos, apos laparotomia do animal, com o objetivo de
administrar a solucdo na veia cava inferior. As coletas de sangue
foram realizadas, em ambos os grupos, nos tempos basal (0 mi-
nuto), trés, seis, nove, 12 e 15 minutos, apés a administracédo de
insulina.

Todas as amostras obtidas foram centrifugadas em centrifuga
refrigerada, a -4°C, a 3.000rpm por 10 minutos no Setor de Biolo-
gia Médica, Se¢do Micobactérias, Laboratério Regional de Soro-
caba do Instituto Adolfo Lutz. O sobrenadante foi pipetado e em
seguida foram realizadas as dosagens de glicose. O restante do
sobrenadante foi congelado em freezer convencional a -20°C. Ao
final de cada dia, nos quatro dias de experimento, os animais fo-
ram sacrificados pela sec¢do do musculo diafragma.

Concentracao de glicose sanguinea - Foi utilizado o método
enzimatico para dosagem de concentragdo de glicose sanguinea,
usando o kit glicose-oxidase (marca Laborlab).

Bioética — O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CMBB-PUCSP de acordo com as resolugdes especi-
ficas para experimentos com animais, em 29 de setembro de 2003.
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Analise estatistica — Foi utilizada analise de variancia para va-
lores repetidos®", com o objetivo de comparar, em separado para
cada grupo, os valores observados nos tempos basal, trés, seis,
nove, 12, 15 minutos, em cada um dos experimentos. Teste t de
Student foi usado para comparar os grupos estudo e controle em
relacdo aos valores observados em cada um dos tempos acima.
Anélise de variancia a um critério foi aplicada com a finalidade de
comparar 0os quatro dias, para cada grupo em cada um dos tem-
pos considerados®".

A razdo da constante de decaimento (coeficiente angular) da
glicose (K) foi calculada através da férmula 0,693/(T, ,), sendo
T,,, 0 tempo necessario para reduzir a glicemia basal para metade.
O T,, da glicose plasmatica foi calculado a partir da inclinagéo da
curva de decaimento da glicose durante sua fase linear®??.

O valor de p foi fixado em 0,05 ou 5% o nivel de significancia.

RESULTADOS

A anélise de variancia mostrou decréscimo significante dos va-
lores médios de glicemia ao longo do tempo, para ambos os gru-
pos (p < 0,001) nos dias sete, 14, 21 e 28. Para o 7° dia, o teste t
de Student mostrou diferenca significante entre as médias das
glicemias nos tempos trés (p < 0,01) e seis (p < 0,05), com valo-

res maiores para o grupo controle. Para 14° dia, o teste t de Stu-
dent mostrou diferenca significante entre as médias das glicemias
nos tempos basal (p < 0,001), seis (p < 0,001), 12 (p < 0,05) e 15
(p < 0,001), com valor maior para o grupo controle no tempo seis
e valores maiores para o grupo estudo nos tempos basal, 12 e 15.
Para 0 212 dia, o teste t de Student mostrou diferenca significante
entre as médias das glicemias em todos os tempos (p < 0,001),
com valores maiores para o grupo estudo em todos os tempos. O
mesmo ocorreu no 28° dia, mostrou-se diferenca significante en-
tre as médias das glicemias (p < 0,001), com valores maiores para
o grupo estudo em todos os tempos. Esses dados podem ser
visibilizados na figura 1.

A anélise de variancia para cada um dos tempos e dias de expe-
rimento mostrou que no grupo controle ndo se observou diferen-
ca significante entre os valores médios de glicemia em cada tem-
po nos diferentes dias. Ja para o grupo estudo, a andlise revelou
que, em todos os tempos, os valores médios apds 28 dias foram
significantemente maiores que os valores médios apds sete e 14
dias e equivalentes aos valores médios apds 21 dias (p < 0,001).
Da mesma forma, os valores médios apds 21 dias foram signifi-
cantemente maiores que os valores médios apds sete e 14 dias (p
< 0,001). Os valores apods 14 dias mostraram-se equivalentes aos
apos sete dias. Esses dados podem ser visibilizados na figura 2.
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Figura 1 — Curvas glicémicas médias nos dias de experimento 7 (A), 14 (B), 21 (C) e 28 (D) nos tempos estudados

nos grupos controle e estudo
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Figura 2 — Evolucao da curva glicémica média nos grupos controle e estu-
do

Para estimar a constante de decaimento da glicose, em ambos
0s grupos, nos 28 dias de experimento, utilizou-se o K,;; segundo
determinado por Bonora et al.?2. A figura 3 mostra que houve
significante decaimento da concentracdo de glicose no grupo con-
trole quando comparado com o grupo estudo aos 21 dias (p <
0,0004) e também aos 28 dias (p < 0,0001), indicando que ocor-
reu resisténcia a insulina, nas duas Ultimas semanas, no grupo
que recebeu a suplementacdo com creatina, quando comparado
com o controle.
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Figura 3 — Decaimento da glicose em ambos 0s grupos nos dias de expe-
rimento (K,;)
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DISCUSSAO

A administragao de creatina afeta a homeostase da glicose e os
niveis de insulina. Ja foi demonstrado in vitro'8'9 que a creatina
afeta o metabolismo dos carboidratos ao estimular diretamente a
secrecdo de insulina de ilhotas pancreéticas isoladas. Esse fato
foi comprovado in vivo'® em trabalho estudando a suplementa-
cao de creatina em ratos, para observar os efeitos no transporte e
estoque de glicose no musculo esquelético em longo prazo, mos-
trando elevada secregédo de insulina e alteracdo na homeostase
da glicose apds oito semanas de suplementacao, quando compa-
rados com os controles. Isso demonstrou que existe relagdo entre
os efeitos da suplementacdo prolongada de creatina e sua atua-
¢do no metabolismo da glicose, com aumento da secrec¢éo pan-
creatica de insulina concomitante com estado de hiperglicemia.
Hipersecrecao de insulina ndo foi observada com o uso de bg de
creatina® ou depois de trés dias de suplementacdo de creatina
em humanos?¥, mas esses estudos ndo respondem a questdo do
uso cronico da creatina, pois, € usual que se faca suplementacéo
por periodo superior a trés dias.

Embora tenha sido demonstrado in vivo'® que a suplementa-
cao cronica de creatina leva a hipersecregéo de insulina, néo foi
estudado o fato de a hipersecrecao de insulina ao longo prazo po-
der induzir também resisténcia a insulina 2%, objeto de estudo do
presente trabalho. Partindo dessa hipétese, investigamos os efei-
tos dessa hipersecrecao de insulina frente a suplementacéo cré-
nica de creatina, buscando evidéncias de resisténcia a insulina,
em ratos, acompanhados semanalmente durante sete, 14, 21 e
28 dias.

Os achados deste estudo demonstraram que a dieta suplemen-
tar de creatina levou a aumento da glicemia do grupo estudo com-
parativamente ao grupo controle. Notou-se que, apds sete dias de
suplementacdo, ndo houve diferenca significativa na curva glicé-
mica entre ambos 0s grupos; no entanto, apés os 14 dias de expe-
rimento, observou-se aumento da glicemia nos tempos basal e
15" nos animais do grupo estudo. A partir do 212 dia, notou-se que
tal aumento passou a ocorrer para todos os tempos, mostrando
que no grupo estudo a suplementacéo oral de creatina alterava a
curva glicémica.

Para comprovar o decaimento da glicose nos 28 dias de experi-
mento em ambos 0s grupos, utilizou-se o K, como previamente
descrito??. Nota-se que, no grupo estudo, ndo ocorre o decaimen-
to da glicose como acontece com o grupo controle, mostrando
que ocorreu resisténcia a insulina nos animais que receberam crea-
tina a partir das duas Ultimas semanas.

Em modelo experimental de diabetes j& foi observado que a
suplementacdo de creatina pode melhorar a sensibilidade a insuli-
na em locais extrapancreaticos®?®. Qutros trabalhos que estudam
a relagdo do uso de creatina com o metabolismo da glicose mos-
tram que essa suplementacgao, além dos beneficios esperados no
emprego em medicina esportiva, poderia ter outras implicacoes,
pois, como a suplementacao ao longo prazo de creatina melhora a
secrecdo pancreéatica de insulina e também a tolerancia a glicose,
poderia, portanto, ser empregada em pacientes com diabetes tipo
208 Muito embora ainda ndo haja uma clara definicdo do papel da
creatina no tratamento dessa doenca, dois estudos compararam
0 uso de creatina com medicamentos tradicionalmente usados
em diabetes, sulfoniluréia e metformina. Observaram que o uso
de creatina tem efeito semelhante ao da sulfoniluréia no controle
glicémico de pacientes diabéticos tipo 2?6 e que o uso de creatina
pode ser semelhante ao do tratamento com metformina nesses
doentes?.

Por outro lado, o presente estudo mostrou que a suplementa-
cao oral de creatina em ratos levou ao desenvolvimento de resis-
téncia a insulina decorrente do uso crénico de creatina, que causa
hipersecrecdo da insulina, o que, por sua vez, seria responsavel
pela propria resisténcia a insulina®?. Embora outros estudos ex-
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perimentais devam ser desenvolvidos para dirimir se as altera-
¢Oes metabdlicas encontradas sdo permanentes e estudos em
humanos devam ser desenvolvidos para confirmar essas obser-
vagoes, a hipétese de que a suplementagao com creatina poderia
ser benéfica na prevencéo ou tratamento do diabetes tipo 2 deixa
de ser correta se ocorrer o desenvolvimento de resisténcia a insu-
lina.

Baseado nesses achados experimentais, pode-se supor que pos-
sa haver, em humanos, o desenvolvimento de resisténcia a insuli-
na em resposta a hipersecrecdo da mesma, estimulada pela pro-
longada suplementagdo de creatina. Atletas profissionais fazem
uso rotineiro da suplementacao oral da creatina e, além de prepa-
ro fisico adequado, estédo sob vigilancia e monitoramento médico.
No entanto, é importante ressaltar que atletas amadores também
utilizam creatina para melhorar seu desempenho muscular, talvez
sem fontes confiaveis de informacao®® e sem o devido acompa-
nhamento médico. Embora ndo se observem altera¢des impor-
tantes no metabolismo dos carboidratos com uso em curto prazo
da creatina®), a informagao de que o uso crénico dessa proteina
pode levar a resisténcia a insulina deveria orientar protocolos
médicos de avaliagdo de praticantes de atividades desportivas,
sejam amadores e/ou profissionais, para melhor controle e indi-
cacdo adequada da suplementagéo, principalmente naqueles com
alteracdes prévias do metabolismo da glicose, o que tornaria o
uso de creatina um risco consideravel.
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