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RESUMO

A creatina é uma amina nitrogenada e tem sido utilizada principalmente por atletas e praticantes de
atividade fisica que desejam aumentar a massa muscular e o desempenho fisico. Entretanto seu uso nao esta
somente relacionado a pratica esportiva, pois inimeros trabalhos apresentam efeitos benéficos na pratica
médica. Alguns estudos demonstraram que a suplementacao oral com creatina resulta em aumento da sua
biodisponibilidade plasmatica e também de seus estoques em inimeros 6rgaos. Entretanto, estudos sobre pos-
siveis efeitos toxicos da suplementacdo com creatina sdo escassos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
0s possiveis efeitos tdxicos da suplementagdo oral com creatina sobre a funcao e morfologia hepaticas em
ratos apds 14 dias de suplementacdo oral com creatina na dose de 0.5 g/kg/dia. A funcao hepatica foi avaliada
através de testes bioquimicos e a estrutura hepética foi avaliada através da massa hepatica relativa e da andlise
histoldgica. Os resultados demonstraram que 14 dias de suplementacao com creatina ndo alteraram a fungdo
hepética quando comparado os grupos controle e suplementado: AST (39.5 x 44.4 U/L), ALT (18.6 x 30.8 U/L),
ALP (38.5x31.4 U/L), GGT (134.8 x 143.8 U/L), proteinas totais (5.1 x 5.5 g/dl), triglicérides (141.0 x 141.0 mg/dl),
colesterol total (130.1 x 126.2 mg/dl), colesterol LDL (36.1 x 36.1 mg/dl), colesterol HDL (65.6 x 62.4 mg/dl),
colesterol VLDL (25.0 x 28.0 mg/dl), e também estrutura hepatica, exceto nos niveis plasmaticos de albumina
(3.0 x 3.5 mg/dl - p<0.02). Nossos resultados demonstraram claramente que, ao menos na dose utilizada, a
suplementacéo oral com creatina ndo induziu a nenhum tipo de efeito téxico sobre o figado.

Palavras-chave: creatina, suplementos dietéticos, figado.

ABSTRACT

Creatine is a nitrogenated amine and it has been used mainly by athletes and physical activity practitioners
who wish to increase muscle mass and performance. However its use is not just related to sports practice,
once several studies have shown beneficial effects on medical practice. Some studies have demonstrated
that oral creatine supplementation increases its plasmatic bioavailability and also its concentration in several
organs. However, studies about the possible toxic effects followed by creatine supplementation are scarce.
Therefore, the aim of this work was to evaluate the hepatic structure and function in rats after 14 days of oral
creatine supplementation at dose of 0.5g/kg/day. The hepatic function was evaluated through biochemical
assays and the hepatic structure was analyzed through the relative hepatic mass and histological analysis.
The results showed that 14 days of creatine supplementation did not alter the hepatic function and structure
when compared with the control and supplemented groups, AST (39.5 x 44.4 U/L), ALT (18.6 x 30.8 U/L), ALP
(38.5x31.4 U/L), GGT (134.8 x 143.8 U/L), total proteins (5.1 x 5.5 g/dl), triglycerides (141.0 x 141.0 mg/dl), total
cholesterol (130.1 x 126.2 mg/dl), LDL cholesterol (36.1 x 36.1 mg/dl), HDL cholesterol (65.6 x 62.4 mg/dl),
VLDL cholesterol (25.0 x 28.0 mg/dl), and also the hepatic structure, except for the albumin plasmatic levels
(3.0 x 3.5 mg/dl = p<0.02). Our results clearly demonstrated that, at least at the used dosage, oral creatine
supplementation did not induce any toxic effect on the liver.

Keywords: creatine, dietary supplements, liver.

INTRODUCAO

A creatina é uma amina nitrogenada denominada acido acético

de creatina pode variar de acordo com a dieta e principalmente de-
corrente do uso de suplementos alimentares a base de creatina®”. A
diminuicdo dos niveis teciduais de creatina tem sido associada a uma

metilguanidina e sua importancia sobre o organismo foi inicialmente
demonstrada por Hunter em 1928, Sua forma fosforilada, a creatina
fosfato, foi descrita em 1927, momento em que sua importancia no
metabolismo energético foi relatadal?. Sua sintese enddgena ocorre
principalmente no figado a partir dos aminodacidos glicina, arginina e
omnitina®. A partir de 1967, o papel da creatina durante o exercicio e
na sua recuperacao passou a ser investigado®®. O conteudo celular
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série de doencas, razdo pela qual os efeitos da suplementacdo vem
sendo estudados, tanto em modelos experimentais quanto em estudos
clinicos®'. Se por um lado a suplementacéo com creatina apresenta
efeitos benéficos, por outro, alguns trabalhos experimentais e clinicos
tém associado a sua suplementacao a alguns efeitos colaterais, parti-
cularmente sobre o figado e rins>17. Por exemplo, Tarnopolsky et al.
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20033 demonstraram que a suplementacao com creatina pode levar
a um quadro de hepatite. Edmunds et al. 200174 avaliaram os efeitos
da suplementacdo com creatina sobre a progresséao da doenca renal
cistica demonstrando que a suplementagao acelerou a progresséo da
doenca e sugerindo que a suplementagdo com creatina deveria ser
realizada com especial cuidado em pacientes renais. Poortmans et al.
200517 também investigaram os efeitos da suplementagao com cre-
atina sobre os rins, demonstrando que a suplementacéo levou a um
aumento na formacao de metilamina e formoldeido, ambos compostos
com acao toxica sobre os rins. Entretanto, neste mesmo trabalho, os
autores demonstraram que o aumento dos niveis desses compostos
nao resultou no aumento da permeabilidade glomerular, nem em
alteracdes da funcao renal.

Alguns estudos fazem uma estimativa da necessidade didria de
creatina em torno de 2 g/dia para um homem adulto de 70kg nao
praticante atividade fisica"”. Esses trabalhos também apresentam que
essa necessidade didria de creatina € suprida por sintese endégena,
tendo como pressuposto a ingestdo de alimentos que contenham os
aminoacidos necessarios para a sintese de creatina”. Entretanto, a
necessidade de creatina em atletas e em casos patoldgicos pode estar
aumentada®12. Por exemplo, doencas na qual a fungdo mitocondrial
estd alterada, resultando numa diminuicéo da sintese de adenosina tri-
fosfato, como no caso da doencga de Parkinson, Huntington e miopatias,
a suplementacdo com creatina tem apresentado importantes efeitos
benéficos'?. Por outro lado, é possivel que a ingestdo de grandes
quantidades de creatina para individuos saudaveis possa resultar em
alguma alteracdo na estrutura e funcdo organica e existem poucos
estudos avaliando esses efeitos, particularmente em diferentes tempos
e doses. Portanto o objetivo do presente trabalho foi avaliar a funcao
e morfologia hepatica, respectivamente através da anélise bioquimica
e histoldgica apds 14 dias de suplementacado com creatina em ratos
nao submetidos a atividade fisica.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Vale do Paraiba, processo N° 018/2004 e
estavam de acordo com o "Guide for care and use of laboratory animals”
(NIH publication 85-23, revised 1985).

ANIMAIS

Treze ratos Wistar, machos, com 10 semanas de idade, pesando
entre 330-370 g, obtidos do biotério da Universidade do Vale do Pa-
raiba foram mantidos em caixas individuais durante os 14 dias do
experimento. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas
de temperatura 22-25°C, com um ciclo de 12h-claro/12h-escuro e
tiveram livre acesso a dgua e ragdo para animais de laboratério (Labina,
Purina’, Sao Paulo, Brasil).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em grupos Controle (CO / n=6) e grupo
Creatina (Creatina Micronizada HPLC, Probiotica’, Sao Paulo, Brasil) (CR
/ n=7). 0 grupo tratado recebeu creatina micronizada diluida em
agua (15ml) em uma dose correspondente a 0,5g/kg/dia durante 14
dias e o grupo controle somente dgua. Uma avaliacdo da ingestao de
agua foi realizada trés vezes ao dia, com o intuito de verificar possiveis
vazamentos e principalmente o consumo de dgua e da solugdo com
Creatina. Apos trés dias de experimento, percebemos que o conteu-
do de dgua ou da solugdo com creatina (15ml) era completamente
ingerido até as 18h00 de cada dia. Assim sendo, todos os dias apds
as 18h00, o bebedouro dos animais era completado com 4gua ou
solucdo contendo creatina.

Rev Bras Med Esporte - Vol. 14, N2 T - Jan/Fev, 2008

Anestesia, Coleta de Sangue e Tecido Hepatico e Sacrificio
dos Animais

No décimo quinto dia do experimento, o que correspondeu hd um
dia ap6s o ultimo dia de tratamento, os animais foram anestesiados
com injecdo intramuscular de ketamina (50mg/kg) e xilazina (40mg/
kg) e pesados. Uma incisédo de 03 cm préxima ao processo xiféide foi
realizada e 05 ml de sangue foram coletados e imediatamente cen-
trifugados a 04°C, durante 10 minutos a 1000 rpm. Apds a coleta de
sangue os animais foram sacrificados por superdosagem de anestésico
e o figado foi retirado, pesado e imediatamente cortado e fixado para
processamento histoldgico.

Andlise Histologica

Os espécimes de figado foram cortados e fixados em formol 10%
por 24 horas. Apds este periodo as amostras foram desidratadas e
clarificadas e embebidas em parafina histolégica. Os blocos foram
cortados em 4-5um e as laminas coradas com hematoxilina/eosina. As
fotomicrografias foram realizadas em um microscopio trinocular Leica,
modelo DMR (Bensheim, ALE). A andlise qualitativa da histologia buscou
possiveis alteracdes como areas com infiltrado inflamatério, congestao
de vasos e capilares sinusoéides, aumento do nimero de hepatécitos
binucleados, de células perisinusoidais e de Kupfer, niicleos com croma-
tina extremamente condensada e dreas de degeneracdo hidropica.

Andlise Bioquimica

Seis horas ap6s a centrifugacao do sangue dos animais, o plasma
coletado foi utilizado para andlise bioguimica dos niveis de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alca-
lina (ALP), gama glutamitransferase (GGT), proteinas totais, albumina,
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL e trigli-
cérides. Todos os testes bioquimicos foram realizados utilizando-se kits
comerciais da marca Analisa” (Minas Gerais, Brasil) em espectrofotdme-
tro Hitachi, modelo U-2001 (Ohio, EUA).

Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do software SigmaStat 3.1 (Cali-
fornia, EUA). A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e utilizado o teste Mann-Whitney para
comparacao entre os grupos. Os niveis de significancia foram ajustados
para 5% (p<0.05). Os graficos foram elaborados utilizando-se o software
GraphPad Prism 3.0 (Califérnia, EUA).

RESULTADOS

Peso Corporal e Peso Hepatico Relativo

A média de aumento de peso corporal durante 14 dias de experi-
mento entre 0s grupos ndo apresentaram diferenca estatistica, apesar
de o grupo creatina apresentar uma tendéncia de aumento (Controle
3789+ 10.3 e Creatina 61.1 + 44.0) (Figura 1 A). O peso hepdtico rela-
tivo (peso do figado/peso corporal do rato) também nédo apresentou
diferenca quando comparados 0s grupos controle e creatina (respec-
tivamente, 0.028+0.003 e 0.026+0.003) (Figura 1 B).

Enzimas Hepaticas

Os niveis plasmaticos da AST, ALT, ALP e GGT ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos, figura 2 A, 2B,2 Ce 2 D,
respectivamente.
Proteinas e Lipoproteinas Plasmaticas

Os niveis plasmaticos de proteinas totais, colesterol total, coleste-
rol hdl, colesterol Idl, colesterol vidl e triglicérides ndo apresentaram
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Figura 1.Em 1 A séo apresentados o ganho de peso corporal dos animais dos grupos
Controle e Creatina. Em 1 B s&o apresentados o peso hepatico relativo dos animais dos
grupos controle e creatina. Resultados expressos como média e desvio padrao.
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Figura 2. Em 2 A, 2 B, 2 C e 2 D sdo apresentados os niveis plasmaticos da enzima
AST, ALT, ALP e GGT, respectivamente, para os grupos Controle e Creatina. Resultados
expressos como média e desvio padrao.

diferencas significativas entre os grupos. Os niveis de albumina, entre-
tanto, apresentaram-se significativamente elevados no grupo creatina
(Tabela 1).

Tabela 1. Niveis plasméticos de proteinas e lipidios para os grupos Controle e Creatina.
Resultados expressos como média e desvio padrao. * = p<0.05.

Niveis Plasmaticos de Proteinas e Lipoproteinas

Parametros Avaliados Grupo Controle Grupo Creatina
Proteinas Totais (g/dl) 51503 551402
Albumina (g/dl) 3.02+0.1 349+0.2%
Colesterol Total (mg/dl) 130.16+4.4 126.28+7.6
Colesterol LDL (mg/dl) 36.174£124 36.16+£124
Colesterol HDL (mg/dl) 65.66£7.3 62424109
Colesterol VLDL (mg/dl) 25+38 28+4.0
Triglicérides (mg/dl) 141.0+184 141+£18.0

Analise Histoldgica

Nenhuma das possiveis alteracoes histopatoldgicas avaliadas, as
quais foram descritas nos materiais e métodos foram encontradas em
nenhum dos dois grupos estudados (Figura 3 A, 3B,3 C, 3 D).

DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado concomitantemente, pela primeira
vez, a estrutura e funcdo hepatica apds 14 dias de suplementacao
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tam o fi al do
grupo Controle sem a presenca de alteracdes histopatoldgicas. Aumento de 200x e
400x respectivamente. Em 3 B e 3 D as fotomicrografias representam o figado de um
animal do grupo Creatina sem a presenca de alteragoes histopatolégicas. Aumento de
200x e 400x respectivamente. Em 3 B e 3 D observamos hepatdcitos com caracteres
morfolégicos regulares e justapostos (*), capilares sinusoides nao congestos (), células
de Kupfer () e células perisinusoidais ( ). Em 3 C observamos uma veia centrolobular
ndo congesta (#).

com creatina em ratos ndo submetidos a atividade fisica. A andlise
histoldgica e bioquimica ndo revelou nenhuma alteracao significativa
sugerindo que a suplementagdo durante 14 dias com creatina em ratos
nao submetidos a atividade fisica ndo leva a hepatotoxicidade.
Diversos estudos demonstram que elevacdes dos niveis plasmati-
cos de enzimas hepdticas como AST, ALT, GGT e ALP estéo relacionadas
com o aumento da taxa metabdlica do figado indicando toxicidade
hepdtica, principalmente quando exposto a drogas, agentes virais ou
bacterianos'®'9. Estudos clinicos prévios avaliando possiveis efeitos da
suplementacdo com creatina sobre o figado tém procurado relacionar
05eu uso as alteracdes da resposta hepética. Entretanto esses trabalhos
ainda deixam muitas duvidas, ndo permitindo uma afirmacéo de que
a suplementagao com creatina leva as alteracdes hepaticas, principal-
mente por se tratar de relatos de casos e estudos retrospectivos?-23.,
Um outro estudo de Robinson et al.?? demonstraram que a suple-
mentacdo com creatina tanto aguda quanto cronicamente, ndo alte-
rou significativamente parametros hematoldgicos, hepdticos e renais,
com excegao dos niveis de albumina. Entretanto, 0s mesmos autores
demonstraram que esses niveis apesar de significativamente aumen-
tados, permaneceram dentro dos valores de normalidade, referindo-os
como resultados sem significancia clinica. Tarnopolsky et al. avaliaram
os efeitos da suplementacdo com creatina, em diferentes doses, e em
21 tecidos de ratos e camundongos, geneticamente modificados ou
nao, apos 50, 56, 150, 159 e 365 dias de suplementacdo com creatina.
Os resultados demonstraram que a suplementacdo com creatina levou
ao aparecimento de um infiltrado inflamatério difuso no figado, tanto
dos camundongos quanto dos ratos, geneticamente modificados ou
ndo. Os autores também comentaram que nenhuma outra alteragéo
foi encontrada em qualquer dos 20 outros tecidos analisados e con-
clufram que a suplementagdo com creatina, independentemente da
dose induz a um quadro de hepatotoxicidade tipico de hepatite aguda.
Entretanto, a presenca de pequenos e isolados focos inflamatoérios
no figado, como os apresentados por Tarnopolsky et al. poderiam
ser mais bem classificados como alteracdes hepaticas transitorias, e
isoladamente ndo podem ser considerados como achados de grande
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importancia clinica, ainda mais, como no caso deste trabalho citado, no
qual os autores ndo mostraram nenhuma outra alteracdo da morfologia
e da funcdo hepatica®2¥. Portanto, os estudos clinicos prévios que
avaliam os possiveis efeitos da suplementacdo com creatina sobre o
figado tém procurado relacionar o seu uso as alteracdes da resposta
hepatica. Entretanto esses trabalhos ainda deixam muitas duvidas,
nao nos permitindo afirmar que a suplementacdo com creatina leva
a alteracdes hepaticas.

Embora o presente estudo tenha avaliado a suplementacdo de
Creatina em uma Unica dose (0,5g/kg/dia) por um periodo de 14 dias,
encontramos resultados semelhantes aqueles dos estudos clinicos en-
contrados na literatura, onde discretos aumentos nos niveis de enzimas
hepéticas, sem significancia estatistica e, discretos aumentos nos niveis
de proteinas e lipoproteinas'??. Além disso, em nosso estudo também
encontramos aumentos significativos nos niveis de albumina, entretan-
to, esses valores permaneceram dentro da faixa de normalidade nao
permitindo alguma interpretacado com significancia clinica. Entretanto,
estudos dose e tempo dependente sdo necessarios para uma melhor
compreensdo dos efeitos da suplementacdo com creatina sobre o
metabolismo e estrutura hepética. Em adicdo, estudos sobre os efeitos
hepéticos da suplementacdo com creatina em animais submetidos a
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treinamento fisico também sdo necessarios, tendo em vista que, apesar
das vérias aplicagdes clinicas da creatina, a maior parte do uso da creati-
na estd associado a pratica esportiva. Portanto, uma vez que néo foram
encontradas alteracdes hepéticas decorrentes da suplementagdo com
creatina, achamos ndo serem necessarios, neste momento, estudos que
avaliassem a suplementagcao com creatina sobre a resposta hepatica
em animais submetidos a treinamento fisico.

Assim sendo, concluimos que, ao menos em nossas condigoes
experimentais, a suplementacdo com creatina durante 14 semanas
em ratos ndo alterou a estrutura e fungdo hepatica.
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