Influéncia da suplementacao aguda e cronica de creatina
sobre marcadores enzimaticos de dano muscular
de ratos sedentarios e exercitados com natacao
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Resumo

0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da suplementacéo aguda (5 g.kg™' durante uma semana)
e cronica (1 g.kg™" durante quatro e oito semanas) de creatina (Cr) sobre as concentracées plasmaticas
de Creatina Quinase (CQ), Lactato Desidrogenase (LDH) e Aspartato Aminotransferase (AST), de ratos
sedentarios e exercitados (natagcdo a 80% da carga maxima tolerada). Setenta e dois ratos Wistar
machos (250 + 10 g) foram utilizados e divididos igualmente em quatro grupos: ratos sedentarios ndo
suplementados (CON; n = 18); ratos exercitados ndo suplementados (NAT; n = 18); ratos sedentarios e
suplementados (CRE; n = 18); ratos exercitados e suplementados (CRE + NAT; n = 18). Ao final da primeira,
quarta e oitava semanas, seis animais de cada grupo foram sacrificados. Os resultados demonstraram:
1) ao final da primeira semana elevacéo plasmatica de CQ, LDH e AST nos grupos NAT-1 e CRE+NAT-1
em relacdo aos grupos CON-1 e CRE-1; 2) ao final da quarta semana valores superiores para CQ e LDH
somente no grupo NAT-4; e 3) ao final da oitava semana, somente os valores de AST do grupo CRE-8
diferiram dos demais. Estes achados sugerem que a suplementacdo de Cr: 1) ndo afeta o dano muscular
em ratos submetidos a uma semana de treinamento fisico de alta intensidade em meio aquatico; 2) pode
ser capaz de reduzir o dano muscular apos quatro semanas de treinamento; e 3) apos oito semanas de
suplementacao de Cr, 0 dano muscular parece ser atenuado pelo préprio exercicio, anulando os efeito da Cr.

Unitermos: Recurso ergogénico; Dano muscular; Estresse oxidativo.

Introducao

Nas tltimas décadas, a lesao muscular exercicio-
induzida tem sido amplamente estudada (CHEUNG,
Hume & MaxweLL, 2003; COUDREUSE, DUPONT
& NicoL, 2004; ENpDoH, NAKAJIMA, SAKAMOTO &
Komivama, 2005; LiEBER & FRIDEN, 2002). Tem sido
relatado 0 aumento da permeabilidade da sarcolema
com consequente liberagao de enzimas musculares,
quando da realizagao de exercicios fisicos desabituais
(Brancaccio, MarruLLl & LIMONGELLI, 2007).
Nesse sentido, NEUBAUER, KONIG e WAGNER
(2008) e MARGARITIS, TESSIER, VERDERA, BERMON

e MARCONET (1999) consideram que as enzimas
Creatina Quinase (CQ), Lactato desidrogenase
(LDH) e Aspartato Aminotransferase (AST)
podem ser consideradas marcadores bioquimicos
indiretos do dano muscular sendo comumente
usadas na prdtica clinica. Em fungio da lesio
muscular exercicio-induzida, o desempenho fisico é
prejudicado, e dessa forma, justifica-se a investigagao
de estratégias medicamentosas e nutricionais quanto
a possibilidade de interferirem positivamente sobre
esse aspecto (BEMBEN & LaMONT, 2005).
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De acordo com esse contexto, a suplementagio
de creatina (Cr) tem sido investigada quanto ao seu
possivel beneficio sobre o tecido muscular estriado
esquelético submetido ao estresse promovido pelo
exercicio fisico. Bassit, Curl e Costa Rosa (2008)
e SANTOS, Bassit, CAPERUTO e Costa Rosa (2004)
concluiram que a suplementagio de Cr reduziu o dano
muscular e a resposta inflamatéria através da observa-
¢do de que a Cratenua o incremento pés-exercicio de
CQ, prostaglandina E2, fator de necrose tumoral o e
LDH em maratonistas apés 30 km de corrida. Recen-
temente BASSIT, PINHEIRO, VITZEL, SPROESSER, SILVEIRA
e CUrl (2010) observaram que a suplementagdo de
Cr exerceu um efeito protetor sobre a lesao muscular
induzida por atividades contréteis extenuantes tanto
em humanos como em ratos. Contudo, ao contrdrio
desses resultados, RawsoN, GUNN e CLARKSON (2001)
verificaram que apds o treinamento muscular, embora
houvesse lesao de natureza mecanica com consequente

Métodos

Amostra

Foram utilizados 72 ratos (250 + 10 g) machos
Wistar (“Rattus Norvegicus”), adultos jovens (10-12
semanas de idade), obtidos da fazenda Bem-te-vi
(Paulinia/SP). Os animais foram mantidos indivi-
dualmente em caixas de polietileno no biotério do
Laboratério de Fisiologia e Farmacodinimica do
Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Univer-
sidade do Vale do Paraiba com temperatura (22-25
°C), umidade relativa (40-60%) e fotoperiodo (ciclo
de 12 horas claro-escuro) controlados. Além disto,
todos os animais tiveram acesso a ragdo peletizada
e dgua “ad libitum”. O estudo teve duragio de oito
semanas, os animais foram divididos igualmente em
quatro grupos experimentais: ratos sedentdrios nao
suplementados (CON; n = 18); ratos exercitados
nao suplementados (NAT; n = 18); ratos sedentdrios
e suplementados (CRE; n = 18); ratos exercitados
e suplementados (CRE+NAT; n = 18). Todos os
procedimentos adotados neste estudo estavam de
acordo com os principios de manuseio e cuidado
com animais de laboratério preconizados pelo
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagio
Animal) e aprovado pelo Comité de Eticae Pesquisa
da UNIVAP (Protocolo no 1.022-2005-CEP).

redu¢do da for¢a e aumento da concentragao sérica
protéica, nao foram encontradas diferencas entre os
atletas que recebiam placebo ou suplementagio de Cr.
Em modelo animal, WARREN, FENNESSY e MILLARD-
STAFFORD (2000) também nio encontraram melhora
na perda de for¢a muscular associada & suplementagio
de Cr ap6s o dano muscular exercicio-induzido.

Embora a literatura relacione o possivel efeito pro-
tetor da suplementagio de Cr em atividades exaustivas
como a maratona (Bassrt, Curt & Costa Rosa, 2008;
BassiT et al., 2010; SANTOS, BassiT, CAPERUTO & COSTA
Rosa, 2004) faltam estudos que esclarecam a resposta
de marcadores indiretos de lesao muscular em sessoes
de exercicios exaustivos de outras modalidades espor-
tivas, como a natagao. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi investigar os efeitos da suplementagio de Cr
sobre marcadores enzimdticos de dano muscular em
ratos sedentdrios e exercitados com natagio, tanto em
cardter agudo, como cronico.

Procedimentos

Todos os animais foram submetidos a um periodo
de adaptagio a natagao (30 minutos didrios sem
carga, durante cinco dias consecutivos) para reduzir
fatores ligados ao estresse promovido pela atividade
do nado (VorrareLLy, GosarTo & MELLO, 2002).
Durante este perfodo a creatina nao foi administrada.
Apés a adaptagio, os animais foram individualmente
submetidos ao teste de carga médxima (TCM)
(Osor10, CHRISTOFANI, D’ALMEIDA, Russo &
PicarrO, 2003a; OSORIO, SILVEIRA, MALDJIAN,
MOoRraLES, CHRISTOFANI & Russo 2003b). O TCM
¢ caracterizado pela introdugio de células de carga
(placas de cobre) correspondendo a 0%, 1%, 2%,
3%, etc. da massa corporal total do animal, colocadas
a cada trés minutos, em uma tira eldstica posicionada
junto ao térax do animal até sua exaustao. A exaustao
foi determinada pela incapacidade do animal manter-
se sob a superficie da d4gua por oito segundos (OSORIO
et al., 2003a, 2003b). Quando da exaustao, o TCM
encerrava-se e as placas de cobre encontradas na tira
eldstica do animal eram pesadas para verificagio da
carga mdxima tolerada. Esse procedimento permitiu
o ajuste da carga de trabalho para o treinamento fisico
2 80% da carga mdxima.
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O treinamento fisico a 80% da carga mdxima
foi realizado em grupos de seis animais devido
a promogdo de exercicio mais vigoroso quando
comparado ao nado individual (VOLTARELLI,
GoBATTO & MELLO, 2002). Foi demonstrado
previamente que essa intensidade de exercicio
promove significativo aumento de lactato sanguineo
indicando importante estresse fisico (Souza, SANTOS,
Osori0, CoGo, PRIANTI JUNIOR, MARTINS & RIBEIRO,
2000). Este treinamento ocorreu cinco vezes por
semana com sessoes didrias de treinamento de 30
minutos somente nos grupos experimentais NAT e
CRE+NAT. Foram utilizados coletes contendo pesos
de chumbo e posicionados junto ao térax de cada
animal (Osorio et al., 2003a, 2003b; VOLTARELLI,
GoBATTO & MELLO, 2002). Ao final de cada semana
experimental, novo TCM foi realizado para possiveis
reajustes da carga de treinamento. O protocolo de
natagdo foi realizado em um tanque de amianto
com capacidade para 250 litros de dgua, mantidos
a temperatura de 35 + 2 °C (OsoriO et al., 2003b).

A suplementagio foi realizada por meio de uma
sonda oro-esofdgica (1 mm de didmetro; 3 cm de
comprimento) adaptada a uma seringa de 3 ml,
tendo a dgua como veiculo de infusio (“gavage”).
Este procedimento ocorreu diariamente apds o
periodo de adaptagio ao nado duas horas antes do
treinamento fisico. Foi instituida durante a primeira
semana do experimento (“loading phase”) a dose
didria de 5 g de Cr/kg de massa corporal do animal
e, apds a primeira semana (fase de manuten¢ao), a
dose didria de 1 g de Cr/kg de massa corporal do
animal para todos os animais suplementados (CRE e
CRE+NAT). Considerando que uma dose didria de
300 mg de Cr/kg de massa corporal ¢ rotineiramente
usada em outros estudos com roedores (BRANNON,
ADAMS, GONNIFF & BALDWIN, 1997; GAGNON,
MAGUIRE, MACDERMOTT & BRADFORD, 2002;
YounG & YOUNG, 2007) e equivale ao regime de
dosagem utilizado por humanos para promover
efeitos ergogénicos associados com aumento do
contetdo intramuscular de Cr (BRANNON et al.,
1997; TARNOPOLSKY, BOURGEOIS, SNOW, KEys, Roy,
KwieeleN & TUrRNBULL, 2003), o protocolo de
suplementacio utilizado no presente estudo deve
ser considerado suprafisiolégico. Os animais dos
grupos CON e NAT também foram submetidos ao
estresse da “gavage”, contudo, sem a suplementagao
de Cr. Para facilitar a absor¢ao do suplemento e
minimizar qualquer risco de contaminagio do
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produto foi utilizada creatina micronizada com
pureza assegurada.

Os quatro grupos experimentais (CON, NAT,
CRE e CRE+NAT) foram constituidos inicialmente
de 18 animais cada um. Contudo, o modelo
experimental exigiu a subdivisio dos grupos
experimentais em trés subgrupos (cada um com
seis animais), e de acordo com o perfodo do estudo
analisado (apds uma, quatro e oito semanas). ApGs
o periodo de estudo instituido para cada grupo
experimental, os animais dos respectivos grupos
foram sacrificados. O sacrificio foi realizado apds dois
dias da dltima sessdo de treinamento, para atenuar
os efeitos agudos do exercicio (NAKAO, OOKAWARA,
Kizaki, OH-IsH1, Miyazaki, HAGA, SATO, J1 & OHNO,
2000). Foi adotado como anestésico o etoxietano,
pois promove agdo depressora no Sistema Nervoso
Central sem provocar qualquer disfun¢zo tecidual. Os
animais foram sacrificados através de administragao
de Cloreto de Potdssio (KCI) 20% intracardiaco,
ainda sob efeito anestésico, e apds a realizagio dos
procedimentos experimentais listados a seguir.

Alcancada a induc¢io anestésica, as amostras
sanguineas (3 ml) foram coletadas da veia cava inferior
dos animais com seringas de 5 ml, utilizando agulhas de
calibre 25 x 7 mm, apés afastamento prévio das visceras
anteriores ao vaso. O sangue coletado foi colocado em
tubos de ensaio sem a presenga de anticoagulantes e
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4 °C em
centrifuga (Excelsa II® - Mod. 206BL). Em seguida,
separadas as amostras plasmdticas do sangue de cada
animal, essas foram conduzidas para as determinagoes
bioquimicas especificas através de kits comerciais
(Laborlab®), por meio de um espectrofotémetro
(Hitachi® - Modelo U-2001). Foram realizados os
testes de determinagio plasmdtica das enzimas Creatina
Quinase (CQ), Lactato Desidrogenase (LDH) e
Aspartato Aminotransferase (AST).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio
padrao. Foi utilizada andlise de varidncia (ANOVA)
4 x 4 para medidas repetidas entre os grupos experi-
mentais nos diferentes perfodos experimentais. O teste
“post hoc” de Tukey, para comparagoes multiplas, foi
empregado para a identificagio das diferengas especi-
ficas nas varidveis em que os valores de F encontrados
foram superiores ao critério de significincia estatistica

estabelecido (p < 0,05).
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Resultados expressos
como média + desvio
padréo.

CON = grupos controle;
NAT = grupos natagéo,
CRE = grupos creatina;
CRE+NAT = grupos
creatina natagéo.

*p< 0,05 versus” CON;
#p<0,05“versus” CRE;
® “versus” CRE+ NAT.

Resultados expressos
como média + desvio
padréo.

CON = grupos controle;
NAT = grupos natacao;
CRE = grupos creatina;
CRE+NAT = grupos
creatina natag&o.
*p<0,05“versus” CON;
#p<0,05"“versus” CRE;
® “versus” CRE+ NAT.

Resultados

As FIGURAS 1, 2 e 3 revelam as concentracdes
plasmdticas de Creatina Quinase (CQ), Lactato
Desidrogenase (LDH) e Aspartato Aminotransferase
(AST), respectivamente. Apds a primeira semana de
estudo, observamos um aumento estatisticamente
significativo (p < 0,05) de CQ, LDH e AST quan-
do comparamos os grupos NAT-1 e CRE+NAT-1
“versus” os grupos CON-1 e CRE-1. Ao final da
quarta semana experimental observamos que os
animais do grupo NAT-4 apresentaram valor médio
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de CQ e LDH superior (p < 0,05) em relagao os
demais grupos (CON-4, CRE-4 ¢ CRE+NAT-4).
Com relagao 2 andlise plasmdtica de AST ao final
da quarta semana, nao foram encontradas diferengas
significativas (p > 0,05) entre os grupos experimen-
tais. No tltimo perfodo experimental, com exceg¢io
dos achados para AST no grupo CRE-8 em relagio
os demais grupos (CON-8, CRE-8 e CRE+NAT-8),
nio encontramos diferengas significativas de CQ e
LDH entre os grupos experimentais.
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FIGURA 1 - Creatina Quinase (CQ) plasmatica.
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FIGURA 2 - Lactato Desidrogenase (LDH) plasmético.
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FIGURA 3 - Aspartato Aminotransferase (AST) plasmatico.

Discussao

A suplementagdo de Cr tem sido amplamente
investigada com propdsitos ergogénicos e terapéu-
ticos (BEMBEN & LAMONT, 2005; BENDER, AUER,
MERL, REILMANN, SAEMANN, YASSOURIDIS, BENDER,
WEINDL, DoOsE, Gasser & Krorstock, 2005;
GUALANO, ARTIOLI, POORTMANS & LLANCHA JUNIOR,
2010). Diversos mecanismos foram propostos para
justificar seus aspectos ergogénicos: aumento da
disponibilidade e resintese de PCr, aumento do
tamponamento de fons hidrogénio (H+) reduzindo a
acidez muscular, reducao do acimulo de lactato, au-
mento da atividade da enzima Citrato Sintase (CS),
um marcador da capacidade oxidativa e aumento da
massa muscular (BRANNON et al., 1997; Souza et
al., 20006). Terapeuticamente, tem sido descrito trés
possiveis mecanismos de prevengao ou redugiao do
dano celular associados com a suplementagao de Cr:
estabilizagio de membranas celulares, homeostase
energética mitocondrial e redu¢do de lesdes oxida-
tivas (PERSKY & BRrazrau, 2001; SAKS & STRUMIA,
1993). Nesse sentido, o presente estudo objetivou
investigar os efeitos da suplementa¢do de Cr sobre
marcadores enzimdticos de dano muscular em mo-
delo animal, tanto em cardter agudo, como crénico.

E estabelecido que o exercicio fisico de longa dura-
¢ao e intensidade pode gerar dano muscular induzido
por hipdxia (estresse oxidativo) com consequente
elevagao plasmdtica das enzimas AST, LDH e CQ

(CHEUNG, HUME & MaxXWELL, 2003; COUDREUSE,
DuponT & NicoL, 2004; ENDOH et al., 2005; Lik-
BER & FRIDEN, 2002). No presente estudo, apds a
primeira semana foi observado significativo aumento
das enzimas analisadas nos grupos que praticavam
a nata¢io (NAT-1 e CRE+NAT-1). A natagio per
si representa um importante agente causador de
estresse quando imposta a ratos (VOLTARELLI, GO-
BATTO & MELLO, 2002). Considerando a associa¢io
desse fato com o protocolo de treinamento de alta
intensidade adotado (80% da carga mdxima, durante
30 minutos didrios), fica justificado porque apds a
primeira semana experimental, somente nos grupos
exercitados as enzimas CQ, LDH e AST estavam
significativamente aumentadas. Ou seja, é provdvel
que o estresse promovido pela prépria atividade fisica
tenha sido o responsdvel por esse fenémeno.
Conforme descrito por KOMULAINEN, TAKALA e
VIHKO (1995), a atividade sérica da enzima CQ pode
aumentar sem concomitantemente lesao muscular
apds um protocolo de natagdo e que o dano muscu-
lar pode ocorrer sem um aumento significativo desse
mesmo marcador apés um protocolo em esteira
utilizando ratos como modelo animal. Por outro
lado, CHEN, SERFASS e APPLE (2000) concluiram que
a natagio prolongada e de forma intensa acarreta
maior perda das fragoes de CQ muscular e mitocon-
drial tanto em fibras musculares vermelhas quanto

Resultados expressos
como média + desvio
padréo.

CON = grupos controle;
NAT = grupos natacéo;
CRE = grupos creatina;
CRE+NAT = grupos
creatina natagdo.
*p<0,05“versus” CON;
#p<0,05“versus” CRE;
® “versus” CRE+ NAT;
¢ “versus” NAT.
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brancas. Nesse sentido, fica claro a variabilidade na
medida dessa enzima CQ, nao permitindo que este
marcador indireto de dano muscular, seja o mais re-
presentativo para analisar esse fenémeno. Contudo,
¢ importante ressaltar que no presente estudo outras
duas enzimas de ocorréncia preferencial no tecido
muscular estriado esquelético (AST e LDH) tam-
bém estavam aumentadas apds a primeira semana
nos grupos exercitados, reforcando a provével lesao
muscular induzida pela natagao.

Ao observar que o grupo CRE+NAT-1 apresentou
resultados semelhantes aos encontrados pelo grupo
NAT-1 ¢ possivel descartar um possivel efeito agudo
protetor da suplementa¢do da Cr sobre o tecido muscu-
lar estriado esquelético submetido ao estresse do nado.
Embora Rawson, CoNTI e MiLEs (2007) e RawsON,
GUNN e CLARKSON (2001) tenham utilizado um mo-
delo de lesao muscular diferente do presente estudo
(exercicios excéntricos), esses autores ao analisarem as
concentragoes séricas de enzimas musculares também
ndo observaram redu¢io do dano muscular apds a
suplementagio aguda de Cr (5 dias de suplementagao).

Por outro lado, alguns estudos €m demonstrado
um potencial efeito da suplementacio de Cr sobre a
recuperagao ¢ manutengio da integridade muscular
tanto em modelos experimentais de miopatias quanto
ap6s atividades contrdteis extenuantes (Bassit, CURl,
& Costa Rosa 2008; BassiT et al., 2010; MENEZES,
SOBREIRA, NEDER, RODRIGUES-JUNIOR & MARTINEZ
2007; Santos et al., 2004). No presente estudo foi
observado que apds a quarta semana experimental so-
mente o grupo NAT-4 continuou apresentando valores
enzimdticos significativamente superiores de LDH e
CQ. E importante destacar que os animais do grupo
CRE+NAT-4 apresentaram redugio nos valores plas-
maticos dos marcadores indiretos do dano muscular,
sugerindo interferéncia da suplementagio de Cr sobre
esse fendmeno. E provivel que o protocolo de natagio
instituido neste estudo durante quatro semanas tenha
sido suficientemente intenso para gerar lesio muscular
associada ao estresse oxidativo (Souza et al., 20006).

A homeostase energética mitocondrial é fundamental
para impedir a ativagao da degrada¢io de purinas para
fornecer adenosina monofosfato (AMP) através do ciclo
de Lowenstein. As principais consequéncias da ativagao
dessa via s20 a produgao paralela de amonia, hipoxantina,
xantina, urato e de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(HALLIWELL, 2006). BELLINGER, BOLD, W/ILSON, NOAKES
e MYBURGH (2000) demonstraram que a suplementagao
de Cr previamente ao exercicio intenso resultou em
queda, tanto na produgio de amodnia como na de
hipoxantina. Esses autores hipotetizaram que 0 aumento

nos estoques intracelulares de Cr pelo treinamento fisico,
ou seu consumo adicional previamente 2 realizagao
do exercicio intenso, possa servir como antioxidante
indireto. Wyss e SCHULZE (2002) sugeriram que a
suplementacio de Cr interfere com a homeostase
de cdlcio intracelular favorecendo mais um possivel
mecanismo antioxidante indireto desse suplemento.
Além disso, a suplementa¢do de Cr parece diminuir
os niveis de homocisteina (aminodcido promotor de
formagdo de EROs, especialmente o Anion superdxido
Oz’), justificando novamente seu efeito antioxidante
indireto (DEMINICE, VILHENA, PORTARI & JORDAO, 2007).
Recentemente, autores tém sugerido e testado o
potencial da Cr em agir diretamente na remogao de
EROs (SEsTILL, MARTINELLL, BravI, PiccoLi, CURCI,
BATTISTELLI, FALCIERI, AGOSTINI, GIOACCHINI &
StoccHl, 2006). Esses autores observaram que a
suplementagio de Cr atenuou os efeitos citotdxi-
cos causados por oxidantes em todas as células em
cultura estudadas (promondcitos, células endoteliais
e mioblastos. Além disso, DANGOTT, SCHULTZ e
Mozpziak (2000) observaram que a suplementagao
de Cr incrementou a ativacio de células satélites
musculares, as quais contribuem com o processo de
regeneragdo do tecido muscular esquelético.
Todos esses aspectos supracitados, embora nao
tenham sido avaliados diretamente neste estudo,
poderiam justificar porque os valores plasmdticos
das enzimas CQ e LDH apresentaram reduzidos no
grupo CRE+NAT-4 quando comparados ao grupo
NAT-4. Ainda ao final desse periodo experimental, a
enzima AST apresentou-se de forma semelhante entre
os grupos exercitados. Para GUYOTTO e ALVES (2001)
esta resposta da AST ¢ caracteristica de dano agudo
com evolugao para o restabelecimento de integridade
tecidual. Na tentativa de melhor explicar esse achado
também hipotetizou-se que o alto peso molecular des-
sa enzima comparado as enzimas CQ e LDH reduz
sua capacidade de difusio de membrana dificultando
sua elevagao plasmdtica (COOKE, RYBALKA, WILLIAMS,
CriB & HavEs, 2009); e ao final da quarta semana
de treinamento ¢ possivel algum grau de adaptagio
ao nado que decline a intensidade da lesao muscular
(Brancaccio, MarruLLL & LIMONGELLL, 2007).
Tem sido descrito na literatura que o treinamento
fisico é capaz de reduzir o dano muscular (LAVENDER &
Nosaka, 2008; Nosaka, NEWTON, SACCO, CHAPMAN &
LAVENDER, 2005). Embora este fenémeno esteja intima-
mente ligado as agdes excéntricas, e 0 modelo utilizado
neste estudo ndo priorize atividade muscular excéntrica
dealta intensidade, tal fato nao pode ser completamente
descartado. Esse aspecto pode ser melhor observado nos
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resultados obtidos apés a oitava semana experimental.
Ambos os grupos exercitados (CRE+NAT-8 e NAT-8)
apresentaram valores semelhantes (p > 0,05) em relagao
os grupos sedentdrios, justificando o efeito protetor da
carga de treinamento ao longo do tempo (Brancaccio,
Marrurll & LIMONGELLL, 2007).

Pode-se especular que a auséncia de alteragao
das enzimas na semana 8 deva-se ao efeito cronico
do exercicio sobre o dano muscular, ocultando os
efeitos da Cr sobre essa varidvel e, dessa forma, tor-
nando-a desnecessdria (para esse fim) apds periodos
mais longos de treinamento, nos quais sabidamente
o dano tende a diminuir.

De forma interessante, ao final da oitava semana,
a concentragao plasmdtica de AST foi significati-
vamente superior no grupo CRE-8 em relagao aos
demais grupos experimentais. Acreditamos que
como essa enzima estd associada a distturbios de
outros 6rgaos como figado, esse achado nao esteja
diretamente relacionado com uma resposta muscular.
De fato, a andlise histolégica do figado dos animais
desse grupo revelou indicios de lesao hepdtica,
remetendo-nos a hipotetizar que a suplementagao
de Cr em animais sedentdrios em longo prazo pode
causar algum dano hepdtico (Souza, MIRANDA,
XAVIER, OsORIO, GOUVEA, COGO, VIEIRA & RIBEIRO,
2009). E importante ressaltar que a dose utilizada
¢ suprafisioldgica e estudos com humanos refutam
repetitivamente dano hepdtico induzido pela suple-
mentacido de Cr (KREIDER, MELTON, RASMUSSEN,
GREENWOOD, LANCASTER, CANTLER, MILNOR &
ALMADA, 2003; MAYHEW, MAYHEW & WARE 2002;

Abstract

Influéncia da suplementacao aguda e cronica

TERJUNG, CLARKSON, EICHNER, GREENHAFF, HESPEL,
ISRAEL, KRAEMER, MEYER, SPRIET, TARNOPOLSKY,
WAGENMAKERS & WirLiams, 2000). Além disso,
existem grandes diferengas no que diz respeito ao me-
tabolismo da Cr (p.ex: biodisponibilidade, captacao
tecidual) entre espécies (TARNOPOLSKY et al., 2003).

Por fim, é necessdrio salientar que este estudo
trata-se de um ensaio experimental aberto (ndo
cego); a suplementagio de Cr produz efeitos e
respostas distintas (biodisponibilidade, captacao,
efeitos ergogénicos e adversos) mesmo em espécies
evolutivamente bem préximas, o que nao permite
o extrapolamento pleno dos resultados obtidos para
estudos envolvendo seres humanos; os marcadores
de lesao muscular utilizados sao enzimas com alta
variabilidade plasmdtica sendo necessdrio estudos
adicionais que fagam a aferi¢ao de outros marca-
dores mais sensiveis da lesio muscular; ¢ evidente
a necessidade de monitorar mais precisamente o
estresse fisico, como por exemplo através da verifi-
cagdo do consumo de oxigénio e monitoramento de
EROs. Contudo, de forma geral, ao considerarmos a
metodologia empregada, os resultados desse estudo
nos permite sugerir que a suplementagao de Cr nao
afeta o dano muscular em ratos submetidos a uma
semana de treinamento fisico de alta intensidade em
meio aqudtico. Os achados indicam, no entanto, que
a suplementag¢do de Cr pode ser capaz de reduzir o
dano muscular apés quatro semanas de treinamento.
Finalmente, apds oito semanas de suplementagio,
o dano muscular parece ser atenuado pelo préprio
exercicio, anulando os efeito da Cr.

Influence of short and long term creatine supplementation on enzymatic markers of muscle damage in
sedentaries and exercised rats

The aim of this study was to investigate the effects of the short-term (5 g.kg™" to 1 week) and long-term
(1 g.kg™" to 4-8 weeks) creatine supplementation (Cr) on the Creatine Kinase (CK), Lactate Dehydroge-
naze (LDH) and Aspartate Aminotransferase (AST) plasmatic concentrations of sedentary and exercised
(swimming to 80% of the tolerated maximum load) rats. Seventy two Wistar males rats (250 + 10 g)
were equally divided in four groups: sedentary rats without supplementation (CON; n = 18); exercised
rats without supplementation (NAT; n = 18); sedentary rats with supplementation (CRE; n = 18); exer-
cised rats with supplementation (CRE+NAT; n = 18). At the end of the first, fourth and eighth weeks six
animals of each group were sacrificed. The results demonstrated: 1) improvement of CK, LDH and AST in
NAT-1 and CRE+NAT-1 groups vs. CON-1 and CRE-1 groups after the first experimental week; 2) higher
values of CK and LDH only NAT-4 group after four experimental weeks; and 3) only AST from CRE-8
group differed from other groups at the end of the eighth experimental week. These findings suggest
that the Cr supplementation: 1) does not affect the muscle damage on swimming exercised rats after
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one week of high intensity training; 2) could be able to reduce the muscle damage after 4 weeks of
training; and 3) after eight weeks of Cr supplementation, the muscle damage seems to be attenuated
by the exercise, nullifying the effects of Cr.

Uniterms: Ergogenic resource; Muscular damage; Oxidative stress.

Referéncias

BASSIT, R.A.; CURIL, R.; COSTA ROSA, L.E Creatine supplementation reduces plasma levels of pro-inflammatory cytokines
and PGE2 after a half-ironman competition. Amino Acids, Wien, v.35, n.2, p.425-31, 2008.

BASSIT, R.A.; PINHEIRO, C.H.J.; VITZEL, K.E; SPROESSER, A.J.; SILVEIRA, L.R.; CURI R. Effect of short-term
creatine supplementation on markers of skeletal muscle damage after strenuous contractile activity. European Journal of
Applied Physiology, Berlin, v.108, n.5, p.945-55, 2010.

BELLINGER, B.M.; BOLD, A.; WILSON, G.R.; NOAKES. T.D.; MYBURGH, K.H. Oral creatine supplementation
decreases plasma markers of adenine nucleotide degradation during a 1-h cycle test. Acta Physiologica Scandinavica, Sto-
ckholm, v.170, n.3, p.217-24, 2000.

BEMBEN, M.G.; LAMONT, H.S. Creatine supplementation and exercise performance: recent findings. Sports Medicine,
Auckland, v.35, p.107-25, 2005.

BENDER, A.; AUER, D. P; MERL, T;; REILMANN, R.; SAEMANN, P; YASSOURIDIS, A.; BENDER, J.; WEINDL,
A.; DOSE, M.; GASSER, T.; KLOPSTOCK, T. Creatine supplementation lowers brain glutamate levels in Huntington’s
disease. Journal of Neurology, Berlin, v.252, p.36-41, 2005.

BRANCACCIO, P; MAFFULLI, N.; LIMONGELLI, EM. Creatine kinase monitoring in sport medicine. British Medical
Bulletin, London, v.81/82, n.1, p.209-30, 2007.

BRANNON, TA;; ADAMS, G.R.; GONNIFE C.L.; BALDWIN, K.M. Effects of creatine loading and training on running
performance and biochemical properties of rat skeletal muscle. Medicine and Science in Sports and Exercise, Madison,
v.29, p.489-95, 1997.

CHEUNG, K;; HUME, P; MAXWELL, L. Delayed onset muscle soreness: treatment strategies and performance factors.
Sports Medicine, Auckland, v.33, p.145-64, 2003.

CHEN, Y.; SERFASS, R.C.; APPLE, ES. Alterations in the expression and activity of creatine kinase-M and mitochondrial
creatine kinase subunits in skeletal muscle following prolonged intense exercise in rats. European Journal of Applied Phy-
siology, Berlin, v.81, p.114-9, 2000.

COUDREUSE, J.M.; DUPONT, P; NICOL, C. Delayed post effort muscle soreness. Annales de Réadaptation et de
Médecine Physique, Amsterdam, v.47, p.290-8, 2004.

COOKE, M.B.; RYBALKA, E.; WILLIAMS, A.D.; CRIBB, PJ.; HAYES, A. Creatine supplementation enhances muscle
force recovery after eccentrically-induced muscle damage in healthy individuals. Journal of the International Society of
Sports Nutrition, Woodland Park, v.6, p.13, 2009.

DANGOTT, B.; SCHULTZ, E.; MOZDZIAK, PE. Dietary creatine monohydrate supplementation increases satellite cell
mitotic activity during compensatory hypertrophy. International Journal of Sports Medicine, Stuttgart, v.21, p.13-6, 2000.
DEMINICE, R.; VILHENA, R.; PORTARI, G.V; ]ORDAO, A.A. Suplementagio de creatina, homocisteina e estresse
oxidativo. Medicina, Ribeirao Preto, v.40, n.3, p.368-77, 2007.

ENDOH, T.; NAKAJIMA, T.; SAKAMOTO, M.; KOMIYAMA, T. Effects of muscle damage induced by eccentric exercise
on muscle fatigue. Medicine and Science in Sports and Exercise, Madison, v.37, p.1151-6, 2005.

GAGNON, M.; MAGUIRE, M.; MACDERMOTT, M.; BRADFORD, A. Effects of creatine loading and depletion on
rat skeletal muscle contraction. Clinical Experimental Pharmacology and Physiology, Victoria, v.29, p.885-90, 2002.
GUALANGO, B.; ARTIOLI, G.G.; POORTMANS, J.R.; LANCHA JUNIOR, A.H. Exploring the therapeutic role of creatine
supplementation. Amino Acids, Wien, v.38, n.1, p.31-44, 2010.

GUYOTTO, L.C.C; ALVES V.A.E Métodos diagndsticos: provas de fungdo hepdtica. In: GUYOTTO, L.C.C.; ALVES,
V.A.E Doengas do figado e vias viliares. Sao Paulo: Atheneu, 2001. p.139-50.

HALLIWELL, B. Oxidative stress and neurodegeneration: where are we now? Journal of Neurochemistry, London, v.97,
n.6, p.1634-58, 2006.

350 + Rev. bras. Educ. Fis. Esporte, Sao Paulo, v.24, n.3, p.343-52, jul./set. 2010



Influéncia da suplementacao aguda e cronica

KOMULAINEN, J.; TAKALA, T.E.; VIHKO, V. Does increased serum creatine kinase activity reflect exercise-induced muscle
damage in rats? International Journal of Sports Medicine, Stuttgart, v.16, n.3, p.150-4, 1995.

KREIDER, R.B.; MELTON, C.; RASMUSSEN, C.J.; GREENWOOD, M.; LANCASTER, S.; CANTLER, E.C.; MI-
LNOR, P; ALMADA, A.L. Long-term creatine supplementation does not significantly affect clinical markers of health in
athletes. Molecular and Cellular Biochemistry, Winnipeg, v.244, p.95-104, 2003.

LAVENDER, A.P; NOSAKA, K. A light load eccentric exercise confers protection against a subsequent bout of more de-
manding eccentric exercise. Journal of Science and Medicine in Sport, Sydney, v.11, n.3, p.291-8, 2008.

LIEBER, R.L.; FRIDEN, J. Morphologic and mechanical basis of delayed-onset muscle soreness. Journal of the American
Academy of Orthopaedic Surgeons, Rosemont, v.10, p.67-73, 2002.

MARGARITIS, L; TESSIER, E; VERDERA, F; BERMON, S.; MARCONNET, P Muscle enzyme release does not predict
muscle function impairment after triathlon. Journal of Sports Medicine and Physical Fitness, Torino, v.39, n.2, p.133-9, 1999.
MAYHEW, D.L.; MAYHEW, J.L.; WARE, ].S. Effects of long-term creatine supplementation on liver and kidney functions
in American college football players. International Journal of Sport Nutrition and Exercise Metabolism, Tallahassee, v.12,
p.453-60, 2002.

MENEZES, L.G.; SOBREIRA, C.; NEDER, L.; RODRIGUES-JUNIOR, A.L.; MARTINEZ, ].A. Creatine supplementa-
tion attenuates corticosteroid-induced muscle wasting and impairment of exercise performance in rats. Journal of Applied
Physiology, Bethesda, v.102, n.2, p.698-703, 2007.

NAKAO, C.; OOKAWARA, T.; KIZAKI, T.; OH-ISHI, S.; MIYAZAKI, H.; HAGA, S.; SATO, Y; JI, L.L.; OHNO, H.
Effects of swimming training on three superoxide dismutase isoenzymes in mouse tissue. Journal of Applied Physiology,
Bethesda, v.88 p.649-54, 2000.

NEUBAUER, O.; KONIG, D.; WAGNER, K.H. Recovery after an Ironman triathlon: sustained inflammatory responses
and muscular stress. European Journal of Applied Physiology, Berlin, v.104, n.3, p.417-26, 2008.

NOSAKA, K.; NEWTON, M.; SACCO, P; CHAPMAN, D.; LAVENDER, A. Partial protection against muscle damage by
eccentric actions at short muscle lengths. Medicine and Science in Sports and Exercise, Madison, v. 37, n.5, p.746-53, 2005.
OSORIO, RA.; CHRISTOFANL, ].S.; D’ALMEIDA, V.; RUSSO, A.K.; PICARRO, I.C. Reactive oxygen species in pregnant
rats: effects of exercise and thermal stress. Comparative Biochemistry and Physiology: Part C Toxicology & Pharmacology,
New York, v.135, p.89-95, 2003a.

OSORIO, R.A;; SILVEIRA, V.L.; MALDJIAN, S.; MORALES, A.; CHRISTOFANI, ].S.; RUSSO, A K. Swimming of
pregnant rats at different water temperatures. Comparative Biochemistry and Physiology: Part A, Molecular & Integrative
Physiology, New York, v.135, p.605-11, 2003b.

PERSKY, A.M.; BRAZEAU, G.A. Clinical pharmacology of the dietary supplement creatine monohydrate. Pharmacological
Reviews, Baltimore, v.53, n.2, p.161-76, 2001.

RAWSON, E.S.; CONTI, M.P; MILES, M.P. Creatine supplementation does not reduce muscle damage or enhance reco-
very from resistance exercise. Journal of Strength and Conditioning Research, Champaign, v.21, n.4, p.1208-13, 2007.
RAWSON, E.S.; GUNN, B.; CLARKSON, PM. The effects of creatine supplementation on exercise-induced muscle damage.
Journal of Strength and Conditioning Research, Champaign, v.15, p.178-84, 2001.

SAKS, V.A.; STRUMIA, E. Phosphocreatine: molecular and cellular aspects of the mechanism of cardioprotective action.
Current Therapeutic Research, Clinical and Sxperimental, New York, v.53, p.565-98, 1993.

SANTOS, R.V;; BASSIT, R.A.; CAPERUTO, E.C.; COSTA ROSA, L.E The effect of creatine supplementation upon
inflammatory and muscle soreness markers after a 30 km race. Life Sciences, Oxford, v.75, p.1917-24, 2004.

SESTILL P; MARTINELLI, C.; BRAVI, G.; PICCOLI, G.; CURCI, R.; BATTISTELLIL, M.; FALCIER], E.; AGOSTINI,
D.; GIOACCHINI, A.M.; STOCCHLI, V. Creatine supplementation affords cytoprotection in oxidatively injured cultured
mammalian cells via direct antioxidantactivity. Free Radical Biology & Medicine, New York, v.40, n.5, p.837-49, 2006.
SOUZA, R.A; MIRANDA, H.; XAVIER, M.; OSORIO, R.A.; GOUVEA, H.; COGO, J.C.; VIEIRA, R.P; RIBEIRO,
W. Effects of high-dose creatine supplementation on kidney and liver responses in sedentary and exercised rats. Journal of
Sports Science and Medicine, Ankara, v. 8, p.672-81, 2009.

SOUZA, R.A.; SANTOS, R.M.; OSORIO, R.A.; COGO, ].C.; PRIANTI JUNIOR, A.C.G.; MARTINS, R.A.B.L.; RI-
BEIRO, W. Influéncia da suplementagdo aguda e cronica de creatina sobre as concentragoes sanguineas de glicose e lactato
de ratos Wistar. Revista Brasileira de Medicina do Esporte, Rio de Janeiro, v.12, n.6, p.361-5, 2006.

TARNOPOLSKY, M.A.; BOURGEOIS, J.M.; SNOW, R.; KEYS, S.; ROY, B.D.; KWIEEIEN, J.M, TURNBULL, J.
Histological assessment of intermediate and long-term creatine monohydrate supplementation in mice and rats. American
Journal of Physiology: Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, Bethesda, v.285, p.762-9, 2003.

Rev. bras. Educ. Fis. Esporte, Sao Paulo, v.24, n.3, p.343-52, jul./set. 2010 + 351



SOUZA, R.A. et al.

TERJUNG, R.L.; CLARKSON, P; EICHNER, E.R.; GREENHAFE PL.; HESPEL, PJ.; ISRAEL, R.G.; KRAEMER, W] ;
MEYER, R.A,; SPRIET, L.L.; TARNOPOLSKY, M.A.; WAGENMAKERS, A.J.; WILLIAMS, M.H. American College of
Sports Medicine roundtable. The physiological and health effects of oral creatine supplementation. Medicine and Science
in Sports and Exercise, Madison, v. 32, p.706-17, 2000.

VOLTARELLI, EA; GOBATTO, CA;; MELLO, M.A R. Determination of anerobic threshold in rats using the lactate
minimum test. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, Ribeirdo Preto, v.35, p.1389-94, 2002.
WARREN, G.L.; FENNESSY, ].M.; MILLARD-STAFFORD, M.L. Strength loss after eccentric contractions is unaffected
by creatine supplementation. Journal of Applied Physiology, Bethesda, v.89, p.557-62, 2000.

WYSS, M.; SCHULZE, A. Health implications of creatine: can oral creatine supplementation protect against neurological
and atherosclerotic disease? Neuroscience, Oxford, v.112, n.2, p.243-60, 2002.

YOUNG, R.E;; YOUNG, J.C. The effect of creatine supplementation on mass and performance of rat skeletal muscle. Life
Sciences, Oxford, v. 81, p.710-16, 2007.

ENDERECO Recebido para publicacdo: 27/11/2008

Renato Aparecido de Souza | 1a. Revisdo: 16/09/2009

R. Jodo Nunes de Oliveira Junior, 140 - FOCH | 5, Revisdo: 19/01/2010
37550-000 - Pouso Alegre - MG - BRASIL

. 3a. Revisdo: 17/02/2010
e-mail: tatosouza2004@yahoo.com.br

Aceito: 18/02/2010

352 » Rev. bras. Educ. Fis. Esporte, Sao Paulo, v.24, n.3, p.343-52, jul./set. 2010



