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RESUMO: Este estudo foi realizado através de experimentagdo animal, com duragdo de nove semanas, no qual
os animais foram submetidos a treinamento fisico aerdbico e/ou suplementagdo de creatina (Cr). Os animais
foram divididos em oito grupos: um grupo controle sedentario, um grupo controle treinado, trés grupos treinados
suplementados com trés doses diferentes de Cr e trés grupos sedentarios suplementados também com trés
doses diferentes de Cr. Foram analisados 40 espectros de amostras do musculo tibial anterior através de
espectroscopia infravermelha. O calculo da drea relativa da banda de Cr no tecido mostrou que existe uma
dosagem dtima na suplementagdo de creatina e que exercicio favorece a presenga de creatina no musculo.
Palavras-chave: espectroscopia infravermelha; suplementagao de creatina; FT-IR; ratos; misculo esquelético.

ABSTRACT: This study was made through a nine-week animal experiment in which animals had aerobic exercise
training and/or creatine (Cr) supplementation. The animals were divided into eight groups: one sedentary control
group; one training control group; three groups of animals undergoing training with three different doses of Cr,
and three sedentary groups also supplemented with three different doses of Cr. Forty spectra with samples of the
tibialis anterior muscle were analyzed through infrared spectroscopy. The calculation of the area, relative to the Cr
band in the tissue, indicated that an optimal dose of creatine supplementation and physical exercise promotes the
presence of creatine in the muscle.
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1. INTRODUCAO

A creatina (acido a-metilguanidino
acético) é uma amina de ocorréncia natural
no organismo humano, sintetizada no
figado, rins e pancreas a partir dos
aminodacidos glicina, arginina e metionina
(WALKER,1979). Também ¢ obtida, através
da dieta, pelo consumo de carne vermelha,
peixes e outros produtos de origem animal
(McARDLE et al., 2001). A Cr é distribuida
nos diferentes tecidos corpéreos, incluindo
coragdo, cérebro, pulmdes, testiculos,
figado, rins e principalmente musculos
esqueléticos (IPSIROGLU et al.,, 2001).
Cerca de 95% da OCr organica esta
armazenada no mauasculo esquelético. A
fungdo primaria da Cr ocorre através da
molécula de fosfocreatina, que fornece
energia para reconstituir a ligagdo de alta
energia do ATP (GUYTON; HALL, 2010).

Muitos estudos tém investigado o
papel da creatina em diversas situagdes,
COMO: USO COMO recurso ergogénico para
potencializar o desempenho fisico de atletas
(ELLENDER; LINDER, 2005); apos longos
periodos de imobilizagdo (OP’'T EINJNDE et

al., 2001); doencas do sistema
musculoesquelético (HURLBERT et al,
1999); doengcas  endocrinometabdlicas

(STUART et al, 2009; LAURITZEN et al,
2008); estudos da atividade miocardica
(NAKAE et al, 2003) e de patologias
neuroloégicas como a Doenga de Alzheimer
(GALLANT et al, 2006). Desde 1994
Greenhaff et al. jA haviam sugerido que o
aumento da concentragdo de Cr na fibra
muscular poderia melhorar a capacidade de
suportar a fadiga pelo musculo nas
atividades de alta intensidade e curta
duragdo. Entretanto, a literatura apresenta
poucas discussbes a respeito da relagcdo

entre a suplementagdo de Cr e a atividade
fisica de longa duracdo (LEMON, 2002).

A técnica de espectroscopia no
infravermelho recentemente vem sendo
utilizada em estudos de tecidos bioldgicos
(BARTH, 2007). O espectro infravermelho
de sistemas bioloégicos € resultante da
contribuicdo das bandas de absorcéo ativas
no infravermelho de todas as biomoléculas
que constituem o tecido biolégico (STUART,
1997). Assim, a diferenciacdo entre
espectros através apenas da inspe¢ao visual
direta torna-se, as vezes inviavel, levando a
necessidade de se recorrer a métodos
matematicos para se obterem informagdes
estruturais mais complexas. O objetivo deste
estudo foi avaliar se a técnica de
espectroscopia no infravermelho pode ser
atil no estudo da quantificacdo de Cr
armazenada no tecido musculoesquelético
de ratos treinados e/ou suplementados com
Cr, visando demonstrar se ha diferencas na
impregnagao de Cr no tecido muscular de
acordo com a administragdo oral de trés
doses diferentes de Cr e qual seria a melhor
dose a ser utilizada.

2. MATERIAL E METODOS

Apdés aprovacdo do projeto de
pesquisa enviado a Comissdo de Etica em
Pesquisa com Animais/IP&D (Instituto de
Pesquisa e  Desenvolvimento)/UNIVAP
(AO5/CEAU/2010), iniciou-se este estudo
com 48 ratos Wistar adultos jovens, fémeas,
com peso entre 200 e 300 gramas, mantidos
no biotério do Laboratério de Fisiologia e
Farmacodindmica do IP&D/UNIVAP, de
acordo com os principios  éticos
preconizados pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacdo Animal (COBEA), descritos
por Cardoso (2004), submetidos a ciclo
claro-escuro de 12 horas, temperatura de
22°C a 25°C, umidade de 40% a 60%,
sendo alimentados com agua e ragao ad
libitum. Os animais foram distribuidos em
oito grupos, com seis animais por grupo,
conforme relacionado abaixo:

- Grupo 1 (G1): Controle sedentario;
animais sedentarios que receberam dieta
restrita a 4gua e ragcdo balanceada
comercial.

- Grupo 2 (G2): Controle treinado;
animais treinados que receberam dieta
restrita a agua e ragédo balanceada.

- Grupo 3 (G3): animais sedentarios
que receberam suplementagcdo de creatina
(0,15g/kg), além da dieta normal.

- Grupo 4 (G4): animais sedentarios
que receberam suplementacdo de creatina
(0,30g/kg), além da dieta normal.

- Grupo 5 (G5): animais sedentarios
que receberam suplementacdo de creatina
(0,50g/kg), além da dieta normal.

- Grupo 6 (G6): animais treinados que
receberam suplementacdo de creatina
(0,15g/kg), além da dieta normal.

- Grupo 7 (G7): animais treinados que
receberam suplementacdo de creatina
(0,30g/kg), além da dieta normal

- Grupo 8 (G8): animais treinados que
receberam suplementacdo de creatina
(0,50g/kg), além da dieta normal.

2.1 Protocolo Experimental

Os animais dos grupos G2, G6, G7 e
G8 cumpriram um periodo de adaptagao

durante cinco dias por semana ao longo de
duas semanas em sessdes de natagdo sem
carga, durante 30 minutos por dia.

Ap6s este periodo iniciou-se a
suplementacéo de Cr e o treinamento fisico,
com duragdo de sete semanas. A
suplementacdo foi feita por via oral com
auxilio de agulha de gavagem, diariamente e
sempre no mesmo horario (30 minutos antes
da sessdao de treinamento fisico). Na
primeira semana de suplementacado (Fase
de Carregamento) as doses de creatina
foram: 0,15 g/kg para os grupos G3 e G6;
0,30 g/kg (BRANNON et al., 1997) para os
grupos G4 e G7; 0,50 g/kg (McBRIDE et al.,
2002) para os grupos G5 e G8. Nas sete
semanas seguintes (Fase de Manutencgio)
as doses utilizadas foram correspondentes a
um quarto das doses de carregamento
(BUFORD et al., 2007; BEMBEN; LAMONT,
2005; VOLEK; RAWSON, 2004), ou seja:
0,035 g/kg para os grupos G3 e G6; 0,075
g/kg para os grupos G4 e G7; 0,125 g/kg
para os grupos G5 e G8.

Os grupos G2, G6, G7 e G8 foram
submetidos a treinamento fisico de
resisténcia durante sete semanas, realizado
através de sessbes de natacdo (30
minutos/dia durante 5 dias por semana, de
segunda a sexta-feira, sempre no mesmo
horario, no periodo da tarde). O treinamento
foi feito com sobrecarga de 80% da carga
maxima suportada por cada animal. A carga
maxima foi determinada através de um Teste
de Carga Maxima (OSORIO et al., 2003a).

2.2 Protocolo de Anestesia, Procedimento
Cirargico e Sacrificio dos Animais

Apds as sete semanas 0s animais
foram submetidos a anestesia inalatéria para
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a execucao de procedimento cirlrgico e o
agente anestésico utilizado foi o halotano
(BARASH, 2009). Com os animais
anestesiados foi realizada a ressecgédo do
musculo tibial anterior esquerdo. Em
seguida, os animais foram eutanaziados,
ainda sob anestesia, através de injecao
intracardiaca de cloreto de potassio (KCI) a
20%. As amostras do tecido muscular foram
liofilizadas e mantidas a temperatura de
aproximadamente -20°C até a analise.

2.3 Obtencdo dos
Absorcao Infravermelha

Espectros de

Foi utilizada uma amostra do tecido
muscular liofilizado de um animal de cada
grupo para a obtencdo dos espectros
infravermelhos. As  amostras  foram
submetidas a liofilizacdo por 20 horas. Apos
este processo, foram confeccionadas oito
pastilhas de brometo de potassio (KBr) com
a concentracdo de 1 mg de tecido muscular
em 150mg de KBr; correspondentes a
amostra de cada um dos oito grupos
estudados.

Foram obtidos cinco espectros de
cada amostra, num total de quarenta
espectros, na faixa de 4000 a 850 cm™', com
resolugito de 4cm’, no modo de
transmissdo, com 32 varreduras a
temperatura controlada (18 a 20°C). O
espectrofotdbmetro utilizado foi o Spectrum
GX FT-IR da PerkinElmer. Os espectros
foram pré-processados com o software
Spectrum 5.3 (PerkinElmer), onde foram
feitas as corregdes de linha de base,
suavizagcido espectral através do algoritmo
Savistzky Golay (9 pontos) e normalizacao.

Os espectros foram analisados através

de dois métodos: 1. Inspecao visual direta e
2. Célculo da area relativa da banda de
creatina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na inspegao visual direta, observou-se
que os oito espectros (Figs. 1, 2 e 3) séo
muito semelhantes, nao sendo possivel
apontar diferencas visuais importantes entre
eles. Com base no espectro médio da
amostra do grupo G1, a Tabela 1 apresenta
as regides em que se encontram as bandas
caracteristicas de biomoléculas do tecido
muscular e suas atribuicbes aproximadas
(STUART, 1997; MANTSCH; CHAPMAN,
1996). Observa-se a predominancia das
bandas de proteinas, lipideos e glicose.
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Fig. 1 - Espectros Infravermelhos do
tecido muscular de ratos sedentarios e
treinados sem suplementacao de
creatina.

Foi realizado o calculo das areas
relativas entre a area da banda de referéncia
e a area da banda que indica a presenga de
Cr no tecido muscular. Buscou-se através
desses célculos encontrar alteragdes nas
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intensidades das bandas relacionadas aos
modos normais de vibragdo da Cr. Portanto,
foi necessario escolher uma banda
indicadora da presenca de creatina no tecido
muscular, chamada de banda marcadora
neste processo. Para isto, analisou-se o
espectro de creatina pura a fim de identificar
a melhor regido na busca desta marcadora.
A escolha da banda marcadora é importante
para a realizagcao dos calculos e, pode variar
de acordo com o tecido estudado. Em
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Fig. 2 - Espectros Infravermelhos do
tecido muscular de ratos sedentarios
com suplementacao de creatina.

Esta escolha foi justificada pela
localizag&o desta banda em uma regido livre
das bandas intensas de amidas | e Il de
proteinas, podendo assim ser identificada

estudo de tecido cerebral utilizando técnica
de espectroscopia infravermelha, Gallant et
al. (2006) analisaram a presenga de Cr no
cérebro humano afetado pela Doenca de
Alzheimer. Estes autores utilizaram a banda
de 1304 cm™ como marcadora de creatina.
Em nosso estudo, foi escolhida como
marcadora a banda de 1397 cm™, referente
ao modo vibracional de estiramento
simétrico, vcoo', de anion carboxilato, COO
dos aminoacidos (SILVERSTEIN, 2007).
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Fig. 3 - Espectros Infravermelhos do
tecido muscular de ratos treinados
com suplementacao de creatina.

com facilidade no tecido muscular. A Fig. 4
mostra o espectro infravermelho da creatina
no estado sélido e a seta indica a banda
utilizada como marcadora neste estudo.

Revista Univap, Sao José dos Campos-SP, v. 17, n. 30, dez.2011. ISSN 2237-1753

T
500



Tabela 1 - Nomero de onda e descric6es aproximadas das bandas do tecido muscular
da amostra de grupo 1 (G1)

Numero de onda (cm")

Modos normais de vibracao e suas atribuicoes

Regi&o 1: 4000 a 3000 cm’™

3303 estiramento da ligagdo O-H do grupo hidroxila; amida A (proteina)
3072 amida B (proteina)
Regido 2: 3000 a 2800 cm”’
2961 estiramento assimétrico do grupo —CHs (lipideos)
2926 estiramento assimétrico do grupo >CH: (lipideos)
2874 estiramento simétrico do grupo —CHg (lipideos)
2853 estiramento simétrico do grupo >CH> (lipideos)
Regi&o 3: 1750 a 1500 cm”
1734 estiramento de C=0 do grupo éster (lipideos)
1656 amida | (proteinas)
1648 amida | (proteinas)
1547 amida Il (proteinas)
1541 amida Il (proteinas)
1535 amida Il (proteinas)
1503 amino-acido residual (proteinas)
Regido 4: 1500 a 1200 cm’”
1452 deformagé&o angular do grupo >CH,; deformagéao angular assimétrica
do grupo —CHgs (lipidios)
1433
1397 estiramento simétrico de COO™ (aminoé&cidos)
1345
1309
1239 amida Il (proteinas); estiramento assimétrico do PO do fosfodiester

Regido 5: 1200 a 850 cm”
1162
1109
1079

933

(fosfolipidios)

estiramento de ligagao C-O do anel de polissacaridios
estiramento de ligagao C-O do anel de polissacaridios
estiramento simétrico de PO, do fosfodiester (fosfolipidios);
estiramento de ligagao C-O do anel de polissacaridios
estiramento de ligagao C-O do anel de polissacaridios

Fonte: STUART, 1997; MANTSCH; CHAPMAN, 1996.

Como a é&rea de uma banda se
relaciona com a populacao, a area da banda
de 1397 cm™ foi calculada no intervalo de
1426 a 1356 cm™ com o software Spectrum
5.3. Em seguida, foi comparada a area da
banda de 1239 cm’, atribuida
principalmente como amida Ill da proteina
(STUART, 1997; MANTSCH; CHAPMAN,
1996; TWARDOWSKI; ANZENBACHHER,

1994), calculada no intervalo de 1275 a 1183
cm”. Esta banda de amida Il foi escolhida
como de referéncia porque a creatina nao
possui bandas intensas nesta regido. Este
procedimento foi repetido para espectros
médios de oito grupos. Os resultados dos
calculos das areas relativas estao

apresentados na Tabela 2 e na Fig. 5.
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Fig. 4 - O espectro infravermelho de creatina.

Tabela 2 - Calculo de areas relativas, A3g7/ Aq239

Grupos A1397/ A1239
Grupo 1 (G1) 0,82544
Grupo 2 (G2) 1,0329
Grupo 3 (G3) 1,0508
Grupo 4 (G4) 1,0433
Grupo 5 (G5) 1,0184
Grupo 6 (G6) 1,0499
Grupo 7 (G7) 1,5692
Grupo 8 (G8) 1,5232

A Fig. 5 sugere que ha uma
dosagem ¢6tima de suplementacdo de
creatina (que neste trabalho, corresponde
aquela utilizada pelos humanos) e que o
exercicio favorece a presenca de creatina no
musculo.

Observaram-se diferencas importantes
nas areas relativas da banda de creatina
entre o grupo controle sedentario (G1) e os
demais grupos. Estas diferengcas se

concentraram em dois patamares distintos,
como se pode ver na Fig. 5. O grupo
controle  treinado (G2), o0s grupos
sedentarios suplementados (G3, G4 e G5) e
0 grupo treinado suplementado com a menor
dose de Cr (G6) permaneceram englobados
num primeiro patamar, onde se veem
aumentos da area relativa da banda de Cr
que vao de 23,4% (G5) a 27,3% (G3), em
relagdo ao grupo controle sedentario (G1).
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Fig. 5 - Alteracao da creatina em funcao da dose de suplementacao e do treinamento
fisico.

Num segundo patamar do grafico (Fig.
5) estdo alocados os grupos treinados e
suplementados com a dose média de Cr (0,3
g/kg/dia) e com a dose méaxima de Cr (0,5
g/kg/dia), G7 e G8, respectivamente.

E interessante observar que o grupo
sedentario G5, apesar de ter sido
suplementado com a maior dose de Cr (0,50
g/kg/dia), ndo apresentou maior aumento da
area relativa da banda de Cr em relagédo ao
grupo controle treinado (G2) e também em
relacdo aos outros grupos situados neste
patamar do grafico.

Outra observagcdo deve ser feita em
relacao ao grupo treinado G8, que, apesar de
ter sido suplementado também com a maior
dose de Cr (0,50 g/kg/dia), ndo apresentou
maior aumento (84,5%) da area relativa da
banda de Cr, em relagdo ao grupo treinado
G7, que recebeu a dose média de Cr (0,30
g/kg/dia), o qual apresentou o maior aumento
da area relativa da banda de Cr (90,1%).

Estes resultados remetem a
consideracotes a respeito da
farmacodindmica e farmacocinética da Cr.
De fato, é relatado que o exercicio por si s6,
¢ efetivo em aumentar a captacdo de Cr
pelo tecido muscular (GUYTON; HALL,
2010; THORELL et al., 1999; HARRIS et al.,
1992). lIsto poderia explicar a alteragéo
ocorrida no grupo controle treinado, sem
suplementacao de Cr (G2). A natagdo como
modelo de atividade fisica em ratos é
amplamente descrita na literatura
(THEODOROU et al., 2005; MORIFUGI et
al., 2005; ANOMARISI et al., 2004). Neste
estudo foi utilizado um protocolo de
treinamento de resisténcia aerébica, ja
empregado por Souza (2006), no qual a
carga de trabalho foi ajustada
individualmente a 80% da carga maxima
suportada por cada animal. Segundo Franco
(2004), Sampaio-Barros et al. (2003) e Viru
(1994), nesta faixa de treinamento os
animais desempenhariam atividade fisica
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com predominio metabdlico aeroébico.

Também deve-se lembrar que os
tecidos apresentam uma capacidade
maxima de armazenamento para a Cr e que
a saturacdo do tecido ocorre na fase de
carregamento, quando se utiliza uma dose
bem maior do suplemento (IPSIROGLU et
al., 2001). A revisédo da literatura (BUFORD
et al, 2007; BEMBEN; LAMONT, 2005;
VOLEK; RAWSON, 2004) evidencia que a
maioria dos estudos em humanos com a
suplementacdo de Cr, dividem o
experimento em duas fases: (1) Fase de
Carregamento, na qual se administra uma
dose elevada de Cr (20 a 30g/dia) por 5 a 7
dias e (2) Fase de Manutengéo, na qual se
utiiza uma dose que corresponde
geralmente a 1/5 da dose inicial, ao longo de
varias semanas.

O determinante mais forte de quanta
Cr é captada pelo tecido muscular apés a
suplementacao seria o teor inicial de Cr no
musculo, segundo Harris et al. (1992) e
Hultman et al (1996). Individuos com
estoque mais baixo de Cr muscular teriam
maior aumento dela ap6s a suplementacao
(RAWSON et al., 2002). Entretanto, talvez a
associacdo da suplementacdo de Cr ao

treinamento  fisico  possa  promover
adaptagdes teciduais mais acentuadas,
conforme ja foi investigado por varios

autores (BUFORD et al, 2007; BRANCH,
2003; ARCIERO et al., 2001).

E valido lembrar que a suplementagéo
de Cr, a longo prazo, pode estimular o
mecanismo de regulacdo lenta (down
regulation) dos receptores de Cr, impedindo
a captacao adicional deste nutriente pelo
tecido muscular (GUERRERO-ONTIVEROS;
WALLIMAN, 1998). Entao, a longo prazo, a
suplementacdo de Cr aumentaria as

1

concentracoes deste composto em tecidos
que apresentam valores basais muito baixos
de Cr celular, como o figado e os rins
(IPSIROGLU et al., 2001). Também existem
evidéncias de que a captacdo de Cr pelo
tecido muscular possa ser influenciada por
outros fatores. ODOOM et al. (1996)
verificaram que os horménios triiodotironina
(T3), fator de crescimento similar a insulina
(IGF-1) e insulina foram responsaveis por
aumentar o conteudo de creatina total em
células musculares de ratos.

Em se tratando de estudo realizado
em animais (ratos), sdo encontrados na
literatura varios protocolos para
suplementacdo de Cr. Isto pode ser
justificado pelo fato de que estes animais
apresentam taxa de metabolismo basal,
conversdo e assimilagdo de compostos
organicos bem mais intensos (IPSIROGLU
et al., 2001). Brannon et al. (1997) avaliaram
o efeito da suplementacdo de Cr com doses
de 252 * 8mg/kg ao longo de 10 dias e
verificaram aumento do contetdo de Cr livre
e na sua forma fosforilada nos musculos
so6leo e plantar de ratos. Op’'t Eijnde et al.
(2001a) administraram altas doses de Cr
(dissolvida a 5% na ragéo) para ratos por 5
dias. Ju et al. (2005) suplementaram ratos
com Cr dissolvida a 2% na ragéo durante 3
semanas. McBride et al. (2002) observaram
o efeito da suplementacao de Cr com dose
de 500mg/kg/dia por 4 semanas. Com base
nos experimentos desses autores, nosso

estudo  utiizou um  protocolo  de
suplementagcdo de Cr com trés doses
diferentes.

Portanto, de acordo com os resultados
apresentados, pode-se ponderar que as
repercussdes da suplementagdo de Cr no
musculo tibial anterior dos animais deste
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estudo parecem ter sido dependentes de
fatores citados na literatura, como a
concentracdo tecidual inicial de Cr, o
protocolo de suplementagdo utilizado e o
treinamento fisico instituido, dentre outros.

Muitas técnicas laboratoriais tém sido
utiizadas na avaliacdo do conteddo de
creatina nos  tecidos, tais como:
cromatografia gasosa, cromatografia liquida
de alta eficiéncia, espectrometria de massa
e espectrometria por ressonancia magnética
(NICOLIN et al., 2004; KLASS, 2003). O uso
da técnica de espectroscopia infravermelha
na avaliacdo do conteldo de Cr nos tecidos
organicos ainda é recente e escasso
(GALLANT et al., 2006). Neste estudo, a
técnica de espectroscopia infravermelha se
mostrou com caracteristicas de alta precisao
e rapidez, sendo capaz de demonstrar
resultados compativeis com a literatura
utiizando quantidades muito pequenas de
amostras teciduais. Isto nos faz acreditar
que possa ser Util também em estudos com
humanos.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste
estudo, concluimos que a Técnica de
Espectroscopia Infravermelha apresenta
potencial de uso para a quantificacdo de
creatina no tecido musculoesquelético de
ratos submetidos a treinamento fisico e/ou
suplementagéo de creatina a longo prazo.
Os espectros infravermelhos indicam a
existéncia de uma dosagem 6tima na
suplementacao da creatina e que o exercicio
fisico favorece a presenca de creatina no
musculo.
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