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RESUMO

A reducdo nos niveis de atividade fisica nos ultimos tempos, devido ao
aumento do uso de novas tecnologias e a vida sedentaria, agregada ao consumo
excessivo de alimentos, tem promovido uma epidemia de obesidade e doengas
metabdlicas. No contraponto deste caminho, esté a realizacdo de exercicios fisicos.
O exercicio intervalado surge como uma boa opcgdo para a obtencdo de bons
resultados fisicos, principalmente, quando as pessoas possuem um tempo reduzido
para a realizagdo do seu treinamento. Muitos esportes como futebol, vOlei, ténis e
atletismo, assim como o exercicio intervalado, necessitam de individuos que possam
competir, ou simplesmente praticar, varias vezes dentro de um intervalo de poucos
dias. Atletas profissionais ou amadores treinam quase todos os dias e necessitam de
uma intervencdo dietética para manter o seu nivel de energia estavel para a
realizagéo de treinos e partidas, fazendo uso frequente de suplementos alimentares.
Dentro desta gama de suplementos alimentares a Creatina é um dos mais utilizados
coadjuvantes na melhoria do desempenho atlético, demonstrando potencial aumento
de forca, bem como aumento de massa magra, o que pode estar relacionado com o
sistema do fator de Crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) ou o seu receptor
celular o IGF-1R. O objetivo deste trabalho foi analisar o impacto da suplementagéo
de Creatina juntamente com o treinamento intervalado de alta intensidade na
expressdo proteica de IGF-1R no tecido muscular, além de analisar as
concentragdes sanguineas de lactato e glicemia, avaliar o desempenho ou a
performance, dos ratos antes e ap0s o treinamento intervalado e verificar o ganho de
peso dos animais nos diferentes grupos. Trinta e sete (37) ratos Wistar machos com

75 dias no comeco do experimento foram randomizados e separados em trés



grupos: A (Treinado sem suplementac¢éo, 13 animais), B (Treinado suplementado
com Creatina e Carboidrato, 12 animais) e C (Treinado suplementado com Creatina,
12 animais). O protocolo de treinamento consistiu em 1 minuto de exercicio a 110%
da velocidade de fadiga do teste maximo em esteira, seguidos por 30 segundos a
40% desta, totalizando 30 min, cinco vezes por semana durante trinta e dois dias
corridos. A suplementacdo de Creatina ocorreu durante todo o periodo de
treinamento, duas horas antes do exercicio. A agua foi utilizada como veiculo de
infusdo nos grupos A e C e uma solucdo de glicose a 10% no grupo B. Como
resultado foi verificada uma melhoria no desempenho fisico dos ratos em todos os
grupos. Bem como uma maior expressao proteica do IGF-1R nos grupos treinados
suplementados (B e C) quando comparados ao grupo treinado sem suplementagéo
(A). Ja os dados de glicemia, lactato e ganho de massa nédo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos. Conclui-se que o treinamento intervalado de alta
intensidade se apresenta como uma boa opgéo para melhorias na performance
fisica, e que a suplementacdo de Creatina esti envolvida no aumento da expressao
proteica do IGF-1R. Contudo o protocolo de treinamento e suplementagéo utilizados
no estudo ndo se refletiram em diferencas nas analises glicemia, lactato e massa

dos animais.

Palavras-chave: treinamento intervalado, Creatina, IGF-1R, IGF-1.
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ABSTRACT

The reduction in levels of physical activity in recent times, due to the increased
use of new technologies and sedentary life, added to the excessive consumption of
food, has promoted an epidemic of obesity and metabolic diseases. In contrast this
way, is physical exercises. The interval exercise appears as a good option for getting
good physical results, mainly, when people don’t have enough time to do their
training. Many sports such as football, volleyball, tennis and athletics, as well as the
interval exercise, require athletes to compete, or simply practicing several times
within a few days. These professional or amateur athletes train almost every day and
need a dietary intervention to keep your energy level stable for training and matches
appropriately, making use often, dietary supplements. Within this range of dietary
supplements, Creatine is one of the most used resource for improving athletic
performance, demonstrating increased strength and power, as well as increased lean
mass, which may be related to the insulin-like growth factor 1 (IGF-1) system or its

cellular receptor IGF-1R.

The aim of this study was to analyze the impact of creatine supplementation
along with high intensity interval training on protein expression of IGF-1R in muscle
tissue, and analyzing blood concentrations of lactate and glucose, evaluate the
performance of rats before and after interval training, examine the weight gain of the
animals in different groups. Thirty-seven (37) male Wistar rats at 75 days at the
beginning of the experiment were randomly divided into three groups: A (Trained
without supplementation, 13 animals), B (Trained supplemented with creatine and
Carbohydrate, 12 animals) and C (Trained supplemented with creatine, 12 animals).

The training protocol consisted of a 1 minute to 110% of the test speed of fatigue,
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followed by 30 seconds at 40% of this, totaling 30 minutes, five times a week for
consecutive thirty-two days. The creatine supplementation occurred throughout the
training period, two hours before the exercise, with water as a vehicle for infusion in
groups A and C, and 10% glucose solution in group B. As a result we had
improvement in physical performance of rats in all groups. As well as increased
protein expression of IGF-1R in groups trained supplemented (B and C) when
compared to the trained group without supplementation (A). Meanwhile, data from
the glucose, lactate and mass gain did not differ significantly between groups. It is
concluded that high-intensity interval training is presented as a good option to
improve physical performance, and that creatine supplementation is involved in the
increased protein expression of IGF-1R. The training and supplementation protocol
used in the study were not reflected in differences in the analysis of IGF-1R, glucose,

lactate and gain mass in the animals.

Keywords: interval training, creatine, IGF-1R, IGF-1.
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INTRODUCAO

A reducdo nos niveis de atividade fisica nos ultimos tempos, devido ao
aumento do uso de novas tecnologias e vida sedentaria, agregado ao consumo
excessivo de alimentos, tem promovido uma epidemia de obesidade e doencgas
metabdlicas como a diabetes mellitus tipo 2 (O'Neill 2013). No contraponto deste
caminho, est4 a realizacdo de exercicios fisicos. A préatica de exercicios fisicos esta
muito difundida atualmente para qualquer tipo de publico e, do mesmo modo,
amplamente exposta na midia de uma maneira geral. Hoje em dia ha revistas,
programas de televisdo e rédio, canais de televisdo e sites na internet
especializados no tema. Eventos de grande porte, como a copa do mundo de futebol
e 0s jogos olimpicos, chamam a atencao de milhdes de espectadores e movimentam
quantias elevadas de dinheiro em patrocinios e cotas de imprensa. A pratica de
exercicios fisicos é incentivada pelos governos em suas Vvarias esferas,
principalmente nos programas de atencdo e promocdo da saude, baseados nas
praticas corporais e de lazer e estilo de vida saudaveis (Saude 2011). O exercicio
intervalado surge como uma boa opc¢ao para a obtencdo de bons resultados fisicos,

principalmente, quando as pessoas possuem um tempo reduzido para a realizagdo

do seu treinamento.

Esta modalidade de exercicio fisico ocorre ao ar livre, em residéncias, ONGs,
clubes, academias, praticada por atletas profissionais ou amadores. Estes treinam
quase todos os dias e necessitam de uma intervencao dietética para manter estavel
a concentracdo de glicogénio intramuscular, permitindo a efetiva participacdo nos
treinos e partidas. Para tal, fazem uso de suplementos alimentares como forma de

manutengdo dos niveis de energia estaveis (Yen, Tsao et al. 2013). Suplementos
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dietéticos estdo diariamente disponiveis, para atletas profissionais e amadores, e
sdo comercializados com a premissa de melhorar o rendimento fisico e o

desempenho do atleta (Coletta, Thompson et al. 2013).

Dentro desta gama de suplementos alimentares a Creatina € um dos mais
utilizados recursos para a melhoria do desempenho atlético (Taes, Delanghe et al.
2003; Bargieri, Vancini et al. 2005), demonstrando aumento de forga e poténcia, bem
como aumento de massa magra (Hespel, Op't Eijnde et al. 2001; Gualano, Artioli et

al. 2008).

Porém, a origem do aumento de massa magra através da suplementagédo da
Creatina ainda ndo esta bem esclarecida, e pode ter relacdo com a situacao
anabdlica da célula envolvendo o fator de Crescimento semelhante a insulina (IGF-
1) e os efeitos desencadeados por sua ligagdo no receptor especifico (IGF-1R),

promovendo os efeitos celulares (Deldicque, Louis et al. 2005).

Estes dados sugerem, portanto, uma necessidade em se investigar se 0s
efeitos mostrados na literatura pela suplementagéo de Creatina, juntamente com o
exercicio fisico, podem realmente ter conexado com a expresséo do receptor de IGF-

1 (IGF-1R).

Exercicio intervalado

O exercicio intervalado é aquele que se caracteriza por promover periodos de
intensidade alta ou méxima seguidos de periodos de baixa intensidade para

recuperacao (Vogiatzis, Nanas et al. 2002). Os picos de alta intensidade tém como
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caracteristica a predominancia de rotas metabdlicas anaerdbias (Dorado, Sanchis-

Moysi et al. 2004) e a recuperacao € baseada nas fontes aerdbias.

Neste tipo de exercicio, é possivel obter beneficios similares aos oferecidos
pelo treinamento de intensidade moderada (Talanian, Galloway et al. 2007). Porém,
em individuos saudaveis, € possivel impor carga méaxima nos musculos e no
transporte de oxigénio (Vogiatzis, Terzis et al. 2005). Este tipo de exercicio oferece
uma melhor relagcao tempo-eficiéncia, sendo uma 6tima opcdo para pessoas que
precisam otimizar 0o seu dia pois ndo tem muito tempo sobrando e querem

resultados eficazes (Gillen, Little et al. 2012).

O treinamento intervalado de alta intensidade (TIAIl), que nada mais € do que
0 exercicio intervalado realizado de maneira Crdnica e com planejamento, induz
profundas mudangas no musculo esquelético (Burgomaster, Hughes et al. 2005)
assim como também muitas adaptacdes fisiolégicas no musculo (Little, Safdar et al.
2010). Ele pode aumentar o contetdo de proteinas transportadoras de acidos graxos
tanto no sarcolema quanto na mitocéndria, permitindo uma maior oxidacéo de &cidos
graxos (Talanian, Holloway et al. 2010), pois também aumenta a quantidade de
enzimas oxidativas no musculo, permitindo uma méxima capacidade oxidativa

mitocondrial (McKay, Paterson et al. 2009).

O desempenho fisico, também chamado de performance, no exercicio é
melhorado com o treinamento intervalado de alta intensidade (McKay, Paterson et
al. 2009; Little, Safdar et al. 2010), verificando-se um aumento no consumo Maximo
de oxigénio e melhora no condicionamento aerdbio (VO2max) (Weber and Schneider

2002; Haram, Kemi et al. 2009).
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O exercicio intervalado de alta intensidade, assim como varios outros
exercicios, também € investigado no sentido de verificar os seus efeitos em variaveis
clinicas, mostrando-se um importante aliado para o tratamento de algumas doencas
apresentando melhora na fungdo muscular, diminuigdo da hipertensdo e melhora da
funcdo endotelial (Haram, Kemi et al. 2009). Esta modalidade de exercicio mostra-se
também um importante mecanismo de controle dos efeitos deletérios da sindrome

metabdlica (Haram, Kemi et al. 2009; Drago and Junior 2010).

Creatina

z

A Creatina (Crea) € um aminoacido ndo proteogénico que €& encontrado
principalmente em carnes e peixes. Uma dieta normal fornece cerca de 1g de
Creatina diaria , sendo que também é sintetizado aproximadamente 1g por dia pelo
figado, rins e péancreas, através dos aminoacidos glicina, arginina e metionina
(Bemben and Lamont 2005; Vieira, Duarte et al. 2007; Little, Safdar et al. 2010). A
Creatina € encontrada principalmente no mdusculo esquelético (~95%), sendo
aproximadamente 40% da Creatina encontrada na forma livre e 60% na forma de

fosfocreatina (PCrea) (Franco 2007).

A fosfocreatina celular, juntamente com seu ATP é conhecida como sistema
energético do fosfagénio. Em conjunto, podem proporcionar uma poténcia muscular
méaxima por um periodo de 8 a 10 segundos, quase o suficiente para uma corrida de
100 metros. Assim, a energia proveniente do sistema do fosfagénio é utilizada para

0s curtos picos maximos de poténcia muscular (Graham and Hatton 1999).
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Uma vez dentro da célula, a Creatina é fosforilada a fosfocreatina, durante o
repouso, pela enzima Creatina quinase. Esta enzima possui cerca de 400
aminoacidos com massa molecular de 75 a 91 kDa e 306 a 380 kDa, conforme a
isoforma (Gasper and Gilchrist 2005). A Creatina quinase € encontrada na maioria
dos tecidos que utilizam energia para o desempenho de suas funges fisioldgicas

como o musculo esquelético, o masculo cardiaco e o cérebro (Wallimann 1994).

A Creatina quinase catalisa a transferéncia reversivel do fosfato rico em
energia da fosfocreatina (PCrea) para o adenosina difosfato (ADP) originando
adenosina trifosfato (ATP) e Creatina (Crea), sendo uma enzima dependente do
Magnésio. Trata-se de um processo reversivel que garante a manutengdo continua
do ATP nos tecidos ou células (Gasper and Gilchrist 2005). A suplementagéo de
Creatina é capaz de reservar o glicogénio muscular armazenado apds exercicio
intermitente de alta intensidade e também pode reduzir a concentragdo de lactato
sanguineo ap6s o mesmo tipo de exercicio (Roschel, Gualano et al. 2010). A energia
produzida no interior da mitocéndria é transferida para o citosol pela PCrea, que atua
como um carreador energético que liga o local de produgdo de energia e o local de
sua utilizagc&o por meio de compartimentos celulares que contém a Creatinaquinase.
O aumento da demanda energética, produzida pelo exercicio intervalado, requer um

controle eficaz da sua produgéo e/ou transferéncia (Pilla 2003).

Pelo seu importante papel nos exercicios intensos e méaximos a Creatina
poderia oferecer beneficios aos praticantes de atividades fisicas e esportes que
utilizam sessdes curtas de alta intensidade como: corridas curtas (ex. 100m rasos),
natagcdo e ciclismo. Também em esportes onde ocorrem varios momentos de alta

intensidade como: o futebol, o rugbi e o héquei (Casey and Greenhaff 2000). O
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treinamento de poténcia juntamente com a suplementagéo de Creatina durante cinco
dias aumenta também a massa magra e fortalece o tecido 6sseo, reduzindo o
percentual de gordura, sem alteracdo no percentual de dgua (lzquierdo, Ibanez et al.
2002). Além disso, a suplementacgéo desta (cinco dias/ semana, 20g/dia) aumenta a
concentracdo de Creatina total e fosfocreatina, reduzindo as taxas de oxidacéo de
leucina, o que sugere que a suplementacdo de Creatina pode promover uma agao

anticatabdlica em alguns tecidos (Parise, Mihic et al. 2001).

A suplementac¢é@o com Creatina tem recebido importante atencdo dos médicos
e fisiologistas, pois alguns beneficios séo relatados quando se faz uso desta. Por
exemplo, em pacientes com doengas neurodegenerativas ha uma melhoraria na
funcéo cerebral (Taes, Delanghe et al. 2003). A melhora da fungdo cerebral e os
niveis de Creatina maiores no cérebro correspondem a um melhor reconhecimento
da memodria e a reducdo da suplementagdo gera fadiga mental (Rae, Digney et al.

2003).

A suplementacdo de Creatina também € capaz de atenuar o efeito deletério
muscular causado pelo uso de corticosteroides em ratos (Menezes, Sobreira et al.
2007). Periodos maiores de suplementagdo com Creatina propiciam um aumento na
forca e velocidade de contracdo e menor fadiga em exercicios intermitentes de alta
intensidade. Estes resultados também sdo acompanhados pelo aumento no
consumo de oxigénio e um maior fluxo sanguineo (Jager, Metzger et al. 2008).
Assim, pacientes com artrite reumatoide também podem ser seguramente tratados
com suplementacdo de Creatina, gerando bons ganhos de forga muscular (Willer,

Stucki et al. 2000).
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Estudos também mostram a importancia da suplementacdo de Creatina na
diminuicdo dos danos musculares causados pelo aumento da idade, principalmente
quando estdo associados aos exercicios resistidos. Além de ser uma forma segura e

barata de intervencdo nutricional também em idosos (Dalbo, Roberts et al. 2009).

A recuperacdo muscular apds exercicios isocinéticos € significativamente
melhor com a suplementacdo de Creatina e carboidratos do que somente com
carboidratos (Cooke, Rybalka et al. 2009) e a suplementagé&o de Creatina aumenta a
recuperacdo da massa muscular também apés um periodo de imobilizagdo (Hespel,

Op't Eijnde et al. 2001).

Em cultura de células L6 (mioblastos) de ratos verificou-se, apds 48h de
tratamento com Creatina, um aumento na oxidacdo da glicose e diminuicdo da
producdo de lactato. Também foi possivel observar um aumento na atividade do
AMPK e do GLUT4 e no contetdo de glicogénio (Ceddia and Sweeney 2004).
Também a suplementacdo de Creatina durante trés semanas € capaz de promover
um aumento na expressdo génica do GLUT4 além de apresentar aumento na

fosforilagdo de AMPK em musculos esqueléticos de ratos (Ju, Smith et al. 2005).

A suplementacgdo de Creatina é capaz de aumentar a expressédo de diversos
genes em ceélulas musculares (Deldicque, Atherton et al. 2008), supraregulando o
teor de mRNA de genes e o conteldo de proteinas cinases envolvidos na
transducdo de sinal, remodelamento do citoesqueleto, regulacdo da sintese de
glicogénio e proteinas, proliferac@o e diferenciagdo de células satélites, reparacéo e
replicagdo de DNA, controle da transcricdo de RNA, e sobrevivéncia celular (Safdar,

Yardley et al. 2008).
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Carboidrato

A ingestdo de alimentos ou suplementos ricos em carboidratos ja é bem
difundida por aumentar os estoques de glicogénio corporais e por ter como
caracteristica o aumento do tempo total de exercicio até a fadiga (Costill and
Hargreaves 1992). J4 a deplecdo destes estoques pode ser um fator limitante na

duracéo do exercicio (Hill, Stathis et al. 2013).

Devido a bem conhecida relagédo entre a deple¢éo dos estoques de glicogénio
e diversas alteracbes corporais negativas, a utilizacdo de carboidratos
possivelmente seja a mais antiga forma de suplementagdo conhecida (Kerksick,

Harvey et al. 2008).

A suplementacao de carboidratos juntamente com o exercicio intervalado
mostra uma eficiéncia na manutencéo da glicemia durante a realizag&o do exercicio,
e a glicose suplementada parece ter um efeito poupador dos estoques de glicogénio
muscular (Giesel, Reche et al. 2009). E alguns estudos mostram um efeito
ergogénico da suplementacdo de carboidratos em exercicios de alta intensidade

(Jeukendrup 2004).

O exercicio fisico, assim como a insulina, aumenta a taxa de captacdo de
glicose pelo musculo esquelético através da translocagdo do GLUT4 para a
membrana celular, realizando um efeito controlador da glicemia. Além disso, o
exercicio fisico aumenta a sintese de glicogénio muscular através da contracdo
muscular, o que sustenta melhor ainda a ideia da suplementagéo de carboidratos
(O'Neill 2013). A suplementacéo de carboidratos juntamente com a Creatina se deve
ao fato de trabalhos mostrarem que desta forma obtém-se um aumento na captacao

da Creatina pela célula muscular, possibilitando maior estoque intramuscular de
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Creatina. Isto ocorre devido ao aumento na secrecao de insulina ap06s a ingestéo de
carboidratos. A insulina parece estar envolvida diretamente nos processos de
captacdo de Creatina pela proteina transportadora de Creatina na membrana

plasmatica, estimulando a sua captacdo (Snow and Murphy 2003).

Outro fator importante que tem sido relacionado a ingestdo de carboidratos,
através de alimentos ou suplementos esportivos € que este método tem
demonstrado significativas alteragfes na resposta imunoldgica ao exercicio intenso

ou de longa duragéo (Carlson, Kenefick et al. 2013).

IGF-1

O fator de Crescimento semelhante & insulina-1 (IGF-1) é uma cadeia simples
polipeptidica formada por 70 aminoacidos estruturalmente similar a insulina. Este
horm6nio age tanto de maneira enddcrina quanto autocrina e paracrina (Hwang, Yoo
et al. 2004; Nindl 2009). O gene do fator de Crescimento semelhante a insulina-1
(IGF-1) originalmente chamado de somatomedina C, abrange uma regiéo com cerca
de 90 kb do DNA gendmico, localizado no brago longo do Cromossomo 12 e contém

seis éxons (Kim, Lajara et al. 1991).

O IGF-1 medeia suas acgbes através do seu receptor IGF-1Rla (Perrini,
Laviola et al. 2010), tendo diversas agOes celulares, dependendo das reacbes que
acontecerem na sua cascata de sinalizagdo, podendo agir na proliferacéo, sintese
proteica (hipertrofia), sobrevivéncia (inibicdo de apoptose) e diferenciagdo
(Philippou, Halapas et al. 2007). Além disso, o IGF-1 esté envolvido na alteracédo do

tipo de fibra muscular (Yang, Alnageeb et al. 1997), Crescimento e sobrevivéncia em
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cardiomidcitos (Davis 2005), neurogénese e efeito neuroprotetivo (Sharma,

Prasanthi et al. 2008), e regeneracgé&o periférica nervosa (Hwang, Yoo et al. 2004).

A regulacédo central do IGF-1 reside no hipotalamo, que produz o hormdnio
liberador do horménio do Crescimento (GHRH) em resposta a diversos estimulos,
CcOmo 0 Sono, exercicio e jejum, ou somatostatina, além do ritmo de secrec¢ao de 24h
(Paula and Czepielewski 2008). A liberagdo do GHRH estimula a secrecdo do
horménio do Crescimento (GH) pela hipdéfise anterior (Arnaldez and Helman 2012). A
concentracdo de IGF-1 sérico é dependente da producdo do IGF-1 pelo figado,
sendo esta mediada pela acdo do hormonio do Crescimento (GH), o qual também
exerce efeitos no Crescimento, diferenciacdo e metabolismo intermediario (Sun, Al-
Regaiey et al. 2005), e estimula a producédo de IGF-1 pelo figado apos a ligagdo do
GH com seu receptor especifico neste 6rgdo (Rakpongsiri and Sawangkoon 2009;
Perrini, Laviola et al. 2010). Porém, a producéo de IGF-1 também pode ocorrer
localmente em alguns tecidos, como o muasculo esquelético, em resposta a
estimulacdo mecanica muscular, sendo conhecido como mechano growth factor
(MGF) (Machida and Booth 2004; Goldspink 2005). Esta € uma forma derivada do
gene do IGF-1 por um splicing alternativo, e ndo é dependente do GH e IGF-1
circulantes (Barton 2006). As isoformas do IGF-1 também s&o representadas como
IGF-1Ea (IGF-1 sérico produzido no figado) e IGF-1Ec (ou MGF, produzido no

musculo).

A producédo de diferentes isoformas através de um splicing, provavelmente
indica seus diferentes papeis bioldgicos, principalmente no tecido muscular,
seguindo diferentes estimulos ou diferentes condigdes impostas (Philippou, Maridaki

et al. 2007). A interacdo do MGF e fatores moleculares da resposta imunoldgica, por
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exemplo, sédo importantes para determinar o curso de uma lesdo muscular, reparo e

remodelamento (Pelosi, Giacinti et al. 2007).

A insulina também pode aumentar indiretamente a producéo de IGF-1 pelo
figado, pois estimula uma upregulation do receptor de GH no figado (Gallagher and
LeRoith 2011). Além disso, uma situacdo de hiperinsulinemia pode aumentar a
quantidade de IGF-1 biodisponivel (livre), pois pode diminuir os niveis de proteinas
ligadoras de IGF (IGFBPs) 1 e 3 (Frystyk, Vestbo et al. 1995; Grinspoon, Clemmons

et al. 1995).

IGF-1R

O receptor de IGF-1 (IGF-1R) é o responséavel por mediar as acdes do IGF-1.
Este receptor € um receptor tirosina quinase transmembrana (RTK). O gene do IGF-
1R é localizado no Cromossomo 1526 e codifica um simples polipeptideo de 1367
aminoacidos, os quais s&o constitutivamente expressos na grande maioria das
células. O IGF-1R e o receptor de insulina (IR) compartilham aproximadamente 70%

de homologia dos aminoécidos (Riedemann and Macaulay 2006).

Tanto o IGF-1R, quanto o IR, sdo compostos por duas subunidades alfa (a)
extracelulares que séo ligadas cada uma a uma subunidade beta (8) e uma a outra
por ligagdes dissulfeto. A subunidade [ contém porcdes extracelular,
transmembrana e citoplasmética, sendo que a subunidade a contém o sitio de
ligagdo do IGF-1, e a atividade tirosina quinase se encontra na subunidade . O IGF-
1R forma um tetramero (B-a-a-B) (Riedemann and Macaulay 2006; Clemmons 2009;

Arnaldez and Helman 2012; Xue, Cao et al. 2012). Também existem receptores



28

hibridos que sdo compostos pela metade do IR e metade do IGF-1R, IRaf ligado a
IGF-1RaB (Arnaldez and Helman 2012). O IGF-1 liga ao IGF-1R com grande
afinidade, todavia tanto o IGF-2 quanto a insulina podem se ligar ao IGF-1R, porém

com menor afinidade (Philippou, Halapas et al. 2007).

A ligagdo do IGF-1 a subunidade a do IGF-1R desencadeia uma mudanca
conformacional que causa ativacdo do dominio catalitico da por¢éo citoplasmética
da subunidade B, causando autofosforilagdo e transfosforilacdo nos residuos de
tirosina (1131, 1135 e 1136), que aumentam a atividade tirosina quinase do receptor,
seguidos por fosforilagdo de tirosinas justamembranas e serinas carboxi-terminal
(Favelyukis, Till et al. 2001; Riedemann and Macaulay 2006). Estes eventos levam
ao recrutamento de proteinas adaptadoras como IRS, CREAK e SHC. A cascata de
sinalizagdo é realizada principalmente por trés caminhos diferentes: o caminho da
MAPK/Ras-Raf-Erk, o caminho da PISK/AKT/mTOR, e o caminho da Jak/STAT
(Arnaldez and Helman 2012). Dependendo do caminho seguido pela cascata de
sinalizacdo, a ativagdo do IGF-1R age, em suma, nos fatores de proliferagéo,
sobrevivéncia e diferenciacédo celular (Philippou, Halapas et al. 2007). O caminho da
MAPK aumenta a proliferagéo celular, entretanto for ativado o caminho do fosfatidil
inositol-3-quinase (PI3K) ocorre inibicdo de apoptose e sintese proteica, e se o
caminho ativado for o da janus quinase (Jak) ocorre a ativagéo da transcricdo de
genes e pode ser responsavel pela transformacéo da atividade do IGF-1R (Figura 1)

(Philippou, Halapas et al. 2007; Gallagher and LeRoith 2011).
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Figura 1. Ativac&o e rotas de sinaliza¢&@o do receptor do fator de Crescimento semelhante a insulina
(IGF-1R) no musculo esquelético. Adaptado de Philippou, Halapas et al. 2007.

Ja é bem esclarecido que varios tipos de exercicio induzem ao aumento do
IGF-1, IGF-1R e da cascata de sinalizacdo de ativacdo do IGF-1 no musculo
esquelético (Willis, Chadan et al. 1997; Adamo and Farrar 2006). Aumentos no
MRNA do IGF-1R e na sua expressao proteica tém sido encontrados em resposta a
sessOes agudas de exercicios aerébios (Willis, Chadan et al. 1997) e crbnicas de
exercicios resistidos (Owino, Yang et al. 2001), e treinamento de resisténcia (Willis,

Chadan et al. 1998).
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HIPOTESES

- A expressao de IGF-1R muscular sera maior nos ratos suplementados;

- Os grupos suplementados ter&o valores menores de lactacidemia e glicemia;

- O desempenho no teste maximo em esteira rolante apds o treinamento
intervalado sera melhor e ter& aumentos mais significativos nas velocidades nos

ratos dos grupos suplementados.
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OBJETIVOS

Geral

Verificar o impacto da suplementacédo de Creatina e carboidrato juntamente
com o treinamento intervalado de alta intensidade na expresséo proteica de IGF-1R

no tecido muscular.

Especificos

Analisar a concentracdo de lactato no sangue apos teste maximo;

e Analisar a concentracdo de glicose no sangue, antes e apoés teste

maximo;

e Avaliar a performance dos ratos antes e apdés o0 treinamento

intervalado;

e Avaliar o ganho de massa dos animais nos diferentes grupos;
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MATERIAS E METODOS

Delineamento

Trata-se de um estudo experimental randomizado.

Populagcdo e Amostra

Trinta e sete (37) ratos Wistar machos foram usados nos experimentos. Os

animais tinham 75 dias no comego do experimento.

Os ratos foram aclimatados, desde o0 nascimento, a uma temperatura
ambiente de 22°C (x 2°). O ciclo de luz invertido 12 h/12 h, foi iniciado 20 dias antes
do inicio do experimento. Os animais foram mantidos com ragéo e 4gua a vontade, e
permaneceram em cinco animais por caixa. Os mesmos foram randomizados para a
divisdo em trés grupos treinados. Os trés grupos ficaram divididos da seguinte
maneira: grupo “A” treinado sem suplementagdo ou controle (13 animais), 0 grupo
“B” treinado suplementado com Creatina e carboidrato (12 animais), e o grupo “C”

treinado suplementado com Creatina (12 animais). Assim ficando constituidos os

grupos:
A-Treinado sem B-Treinado C-Treinado
Suplementagéo (Controle) Suplementado com Suplementado com
Creatina+Carboidrato Creatina
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No primeiro dia (01) do experimento todos os ratos, ainda sem treinamento e
suplementacgéo, foram submetidos & pesagem e a uma coleta de sangue do plexo
reto-orbital de 1,5 mL, os animais foram anestesiados com isoflurano. Apds estes
procedimentos, os ratos foram randomizados para a distribuicdo nos grupos através

do site www.random.org.

Os animais passaram por uma habituagcdo em esteira. O protocolo de
habituacdo consistiu de quatro (4) dias consecutivos com 10, 20, 25 e 30 min/dia de
treinamento em esteira, respectivamente. O treinamento ocorreu durante trinta dias
consecutivos (sempre no escuro), cinco vezes por semana, durante trinta (30)

minutos por dia, para todos os ratos.

Apos esta etapa de adaptacao, no dia 06, todos os animais foram submetidos
ao teste maximo em esteira para determinagdo da velocidade maxima até a fadiga
(VF), seguindo o protocolo no qual a velocidade é incrementada em 0,3 km/h a cada
trés minutos (Brooks and White 1978), este protocolo possui correlagéo significativa
com o consumo de oxigénio VO,, o que nos da uma validade e fidedignidade maior
para a prescricdo do treinamento aos animais (Rodrigues, Figueroa et al. 2007).
Apos a realizacdo do teste, os percentuais de intensidade foram calculados e, no dia
07, os ratos foram mantidos nas gaiolas para recuperagao. No dia 08 foi iniciado o
treinamento concomitante com a suplementagcédo dos animais que pertenciam aos
grupos suplementados. A administragdo oral de agua 2mL(grupo sem
suplementagéo, A), solucdo de glicose 10% 2mL + Creatina (grupo suplementado
com Creatina e carboidrato, B) ou agua 2mL + Creatina (grupo suplementado com
Creatina, C) foi realizada por gavagem utilizando uma seringa, duas (2) horas antes

do exercicio. O protocolo de exercicio nos trinta e dois dias de treinamento consistiu
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de 1 min de corrida a 110% da velocidade de fadiga (VF) obtida no teste, seguidos
de 30 s de recuperacdo a 40% da VF, de forma intervalada, num total de 30 min,

para todos os ratos.

No dia 40 do experimento, o qual finalizou os trinta e dois dias de treinamento,
realizou-se um re-teste maximo na esteira, a fim de medir o desempenho dos
animais ap0s o treinamento intervalado, neste dia também foram feitas as medidas
de glicemia antes e ap0s o teste na esteira, e o0 lactato sérico somente apds o teste.
A importancia da medig&o de glicemia e do lactato sérico se da principalmente pelo
fato de evidéncias recentes mostrarem que a suplementacdo de Creatina pode
promover uma diminuicdo nos niveis de glicemia, sugerindo uma maior sintese de
glicogénio muscular e sua maior utilizagdo, promovendo uma oxidagdo mais
eficiente da glicose e diminuigéo da producéo de lactato, com consequente melhora

no rendimento fisico (Souza 2006).

No ultimo dia do experimento (dia 41), os animais foram mortos por
decapitagdo em guilhotina, para coleta de sangue e tecido muscular. As coletas
ocorreram entre 9h e 12h. O sangue foi coletado em tubos de ensaio pelo corte da
decapitagdo, em seguida, realizou-se a cirurgia para retirada de uma amostra do
musculo gastrocnémio. Para as analises referentes a musculatura, utilizamos a
porcao branca do musculo gastrocnémio, pois € um musculo que tem predominéncia
de fibras do tipo 2 e apresenta um bom aumento na quantidade de Creatina total e

fosfoCreatina, apos suplementacdo com Creatina (McMillen, Donovan et al. 2001).
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Figura 2. Esquema do experimento.

A amostra de musculo foi congelada em nitrogénio liquido e, apds, estocados
a -80°C. O sangue foi mantido sob refrigeragédo durante a noite e no dia seguinte foi
centrifugado e o plasma estocado a -20°C. O tecido muscular armazenado foi
submetido posteriormente ao protocolo de Western blotting para a determinacdo de
expressdo proteica de IGF-1R local. Este protocolo foi realizado no Laboratério de
Ginecologia e Obstetricia Molecular (LaGOM) do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

Suplementag&o com Creatina

A suplementacdo foi realizada por meio de uma sonda oro-esoféagica (1 mm
de didmetro; 3 cm de comprimento) adaptada a uma seringa de 5 mL, tendo a agua
como veiculo de infusdo no volume de 2 mL para o grupo treinado sem
suplementagéo (A), uma solucdo de glicose a 10% no volume de 2 mL para o grupo
treinado suplementado com Creatina e carboidrato (B), e dgua como veiculo de
infusdo no volume de 2 mL para o grupo treinado suplementado com Creatina (C).

Este procedimento (gavagem) ocorreu diariamente duas horas antes do treinamento
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fisico (Souza 2006). Foi instituida, durante a primeira semana do experimento,
chamada de fase de carga, a dose de 0,430 g de Crea/kg de massa corporal do
animal e, nos dias restantes do experimento a dose foi de 0,073 g de Crea/kg de
massa corporal do animal para todos os animais suplementados, chamada de fase
de manutencdo (Brannon, Adams et al. 1997; Op 't Eijnde, Urso et al. 2001;
Tarnopolsky, Bourgeois et al. 2003). As dosagens pesquisadas nas referéncias
variam bastante, desde doses menores 0,43 g até 5 g/kg de peso corporal (Souza

2006; Franco 2007).

Para facilitar a absor¢do do suplemento e minimizar qualquer risco de
contaminagdo do produto foi utilizada a Creatina micronizada (Universal Nutrition

CreaPure).

Protocolo de treinamento

Os treinamentos tiveram como caracteristica 1 min de exercicio a 110% da
velocidade do teste, seguidos por 30 segundos de recuperagao a 40% da velocidade
do teste (Giesel, Reche et al. 2009), totalizando 30 min. Caracterizando assim o
exercicio intervalado de alta intensidade, tendo sido realizado a partir das 11 h da

manha. O treinamento ocorreu cinco vezes por semana durante trinta e dois dias.

Determinacé&o da glicose e do lactato séricos

Os niveis de glicose foram determinados através do medidor de glicose e tiras

Accutrend Plus. O lactato também foi determinado com o auxilio do aparelho
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Accutrend Plus. Este aparelho é propriedade da Unidade de Experimentacdo Animal

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Extrac&o de proteinas

Foi adicionado a cada 0,06 g de tecido muscular, 300uL de RIPA (uma
solugdo tampéo de lise contendo 50 mM HEPES, pH 7,5, 1 mM PMSF, 100 mM
NaF, 10 mM de Na4P,0; e 2 mM de NaVO,, 0,1% Triton X-100 e leupeptina. As
amostras foram trituradas com o homogeneizador OMNI por 15 a 30 s no gelo para
lise celular. A seguir, foram centrifugadas a 8000 x g por 15 min a 4°C. O

sobrenadante foi estocado a -20°C.

Analise de Concentracdo de Proteinas

A andlise da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada pelo
método modificado de Bradford (Burgomaster, Hughes et al. 2005), padronizado

com albumina.

Analise de proteinas

Para separacéo das proteinas foi utilizado SDS-PAGE com uma concentragdo
de poliacrilamida de 8% (Vogiatzis, Terzis et al. 2005). Foi utilizado 40 pg de
proteina extraida das amostras, as quais foram incubadas com solu¢éo de Laemmli

(30% glicerol, 10% SDS; 62,5 mM Tris, 750 mg DTT e 0,001% azul de bromofenol) a
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95°C por 2 min (Laemmli 1970), e colocadas em cada pogo. A eletroforese foi
efetuada na presenca de tampéao contendo 192 mM glicina; 25 mM Tris e 0,1% SDS,
pH 8,3. As proteinas migraram no gel por 2 h e 30 min, submetidas a uma diferenca
de potencial elétrico de 120 V. A corrida das proteinas foi monitorada pelo azul de

bromofenol, presente no tampéo de amostra e pelo marcador de peso molecular.

Depois de efetuada a eletroforese, o gel de poliacrilamida foi retirado das
placas de vidro e colocado no mddulo de eletrotransferéncia (Semidry Biorad®) em
contato com a membrana de nitrocelulose, coberto com tampé&o de transferéncia (25
mM Tris, 192 mM glicina e 10% metanol, pH 8,3). A transferéncia foi efetuada por 1
h, com uma diferengca de potencial elétrico de aproximadamente 25 V. As
membranas de nitrocelulose foram entdo incubadas durante 2 h em solugéo
bloqueadora (TTBS), contendo 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris, 0,05%
Tween 20, pH 7,4, acrescido de 5% de leite em pd (Molico, Nestlé) para saturar
sitios de ligacéo inespecificos da membrana de nitrocelulose. Apds o bloqueio, as
membranas de nitrocelulose foram incubadas por, no minimo, 16 h a 4°C sob
agitacdo constante, com o anticorpo especifico para cada proteina diluidos em TTBS
e 2,5% de albumina. Apés a incubacdo, as membranas foram lavadas com TTBS (3
lavagens de 10 min cada) e entdo incubadas com o segundo anticorpo especifico
por 2 h. Apés a incubagdo, as membranas foram lavadas com TBS (150 mM NacCl, 5
mM EDTA, 50 mM Tris, 0,05%, pH 7,4) (3 lavagens de 10 min cada). Finalmente, as
membranas foram incubadas com solug&o para quimioluminescéncia (ECL Western

Blotting Substrate - Promega) por 1 min.
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Revelacéo das Autorradiografias

Apos a incubagdo com solucdo para quimioluminescéncia, as membranas de
nitrocelulose foram colocadas em contato com o filme fotogréafico (High Performance
Chemiluminescence Film — Amersham) durante 1-5 min. Para revelacéo, o filme foi
colocado na solucéo reveladora por 1 min; lavado com agua e colocado por mais 1
min na solucéo fixadora. Todos os procedimentos de revelagéo foram realizados em
uma camara escura. Apos a revelacdo, foram realizadas as analises dos resultados.
A densidade Optica das bandas foi medida por um sistema de processamento de
imagem (fotodocumentador Image Station IS 4000MM Pro®). A densitometria obtida
para cada banda foi avaliada, sendo os resultados obtidos expressos em unidades

arbitrarias.

Os anticorpos secundérios utilizados foram: rabbit anti-mouse (Invitrogen; e

goat anti-rabbit (Millipore).

Analise Estatistica

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a distribuigcéo
das variaveis analisadas. Os dados que apresentaram distribuicdo normal
(paramétricos) foram representados por média + desvio padrdo (massa,
performance, glicemia e IGF-1R). J& os dados que n&o apresentaram uma
distribuicdo normal (ndo paramétricos) foram representados por mediana e intervalo

interquartis (lactato).
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A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliar as médias entre os
grupos, sendo realizado um teste Post Hoc de Tukey HSD. J& o teste t pareado foi

utilizado para a analise das médias em dois tempos diferentes dentro de cada grupo.

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para a andlise das medianas entre os

grupos.

Para todos os testes, as diferencas encontradas foram consideradas
significativas quando p<0,05. Todas as analises foram feitas através do processador

de dados SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

Para um desvio padrao de 0,40 do grupo treinado suplementado com
Creatina e carboidrato, e de 0,25 no grupo treinado sem suplementagéo,
encontrando uma diferenga de 0,38 em um tamanho amostral de 12 animais por

grupo, o poder foi de 78%.

Aspectos éticos e de biosseguranca

Este trabalho foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre e aprovado de acordo com o protocolo de nimero 110345
de 2011, e foi realizado de acordo com as recomendacdes das Normas
Internacionais de Prote¢cdo aos Animais e do COBEA (Cddigo Brasileiro de
Experimentagéo Animal) - 1988, concordando com o Guia de Cuidados e Utilizagao
de Animais de Laboratério do National Institutes of Health (NIH). O laboratério onde
foram realizados os experimentos é credenciado no CNEN (AP-0875), e cumpre a

legislagéo recomendada (Lei n° 11.794/08).
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A higienizagdo dos insumos utilizados com os animais foi sempre realizada
com detergente clorado e 4gua quente (aproximadamente 70°C para as caixas dos
animais). Os bebedouros e grades foram submetidos a processo de esterilizagéo por

calor seco e a maravalha foi esterilizada em autoclave a vapor.

Quanto ao uso de Equipamentos de Protegdo Individual (EPIs) foram
utilizados os propés e gorro para acessar a Unidade de Experimentacdo Animal. O
uso de avental exclusivo e luvas foram exigidos quando havia manipulacéo de
animais. Mascaras e 6culos foram utilizados quando havia risco de contaminacao

por sangue e secregoes.

As carcacas dos animais foram congeladas em sacos plasticos, identificados
com os procedimentos a que foram submetidas, e armazenadas a -20°C.
Diariamente, os animais de descarte e produtos oriundos das pesquisas assim como
os dejetos dos animais foram recolhidos por empresa terceirizada (Aborgama), que
atende o HCPA, obedecendo as normas vigentes para descarte de material

biolégico.

Locais de realizagcéo do projeto

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Biologia Molecular
Endocrina e Tumoral, instalado no Departamento de Fisiologia, UFRGS e no
Laboratorio de Ginecologia e Obstetricia Molecular, instalado no Centro de Pesquisa
do HCPA, que dispdem da infra-estrutura para a execugao dos procedimentos para

a analise proteica.



Fontes de Financiamento

Este projeto contou com financiamento parcial do FIPE-HCPA e CNPq.
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RESULTADOS
Massa Corporal

Todos os animais ganharam massa corporal durante o periodo de realizacdo
do experimento. Porém, tanto nas andlises dentro de cada grupo, quanto na

comparagao entre os diferentes grupos, nao houve diferenca significativa.

Os valores apresentados na figura abaixo, como média + desvio padrao,

referem-se ao primeiro e ultimo dia de experimento.

500,00 -
450,00 -
400,00 -
350,00 -
300,00 -
250,00 -
200,00 -
150,00 -
100,00 -
50,00 -
0,00 -

Peso Corporal (g)

Controle Creatina+carboidrato Creatina

B Peso Inicial = Peso Final

Figura 3. Massa corporal pré e pés protocolo de treinamento em ratos Wistar machos adultos. Os
valores sdo apresentados como média * desvio padréao (p>0,05).

Performance Pareada

A figura abaixo apresenta o resultado da andlise pareada de cada grupo em

dois tempos diferentes, antes do protocolo de treinamento e depois do protocolo de
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treinamento. Mostrando uma diferenca na performance pré e pos treinamento
intervalado de alta intensidade, na comparacdo das médias de cada grupo antes e

depois.

1,800 - *
1,600 -
1,400 -
1,200 -
1,000 -
0,800 -
0,600 -

0,400 -

Velocidade de Teste (km/h)

0,200 -

0,000 -

Controle Creatina+carboidrato Creatina

B Performance Pré Treinamento & Performance Po6s Treinamento

Figura 4. Resultados obtidos no teste maximo em esteira rolante na andlise de pré e pos treinamento
de ratos Wistar machos adultos. Valores apresentados como média + desvio padréo (p<0,05).

Performance pos-treinamento

Na analise da comparacao das velocidades atingidas por cada grupo ap6s o
protocolo de treinamento, ndo houve diferenca entre os grupos. Os dados sao

apresentados na figura abaixo.
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Controle Creatina+carboidrato Creatina

Figura 5. Comparacao da velocidade de teste na analise pds treinamento em ratos Wistar machos
adultos. Os valores séo apresentados como média * desvio padrédo (p>0,05).

Glicemia

A analise de glicemia nos grupos nao apresentou diferenca, tanto na andlise
pareada, quanto na analise entre os grupos. Os valores apresentados referem-se
aos dados coletados antes e imediatamente depois da realizagdo do ultimo teste

maximo em esteira rolante.

Os dados estéo apresentados na figura abaixo.
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controle creatina+carb creatina
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Figura 6. Dosagem de glicemia em ratos Wistar machos adultos antes e apds teste maximo em
esteira rolante. Os valores sdo apresentados como média + desvio padréo (p>0,05).

Lactato

Os valores das medianas das concentragdes sanguineas de lactato estao
apresentados na figura abaixo. Os dados referem-se & coleta realizada

imediatamente apos o término do ultimo teste méaximo realizado em esteira rolante.

N&o houve diferenca nos valores na comparagao entre 0S grupos.



47

6,007

4,00

Lactato
—

2,004

0,007

T T T
Treinado sem suplementagdo  Treinado+creatina+carboidrato Treinado+creatina

Figura 7. Dosagem de lactato sanguineo em ratos Wistar machos adultos apos teste maximo em
esteira rolante. Os valores sao apresentados como mediana (percentil 25 — 75) de unidades
arbitrarias (p>0,05).

IGF-1R

Os valores das médias da expressao protéica do receptor do IGF-1 (IGF-1R)
estdo apresentados na figura 8. Os dados referem-se a analise de Western blot
realizada no muasculo gastrocnémio (porcéo branca). A B-tubulina foi utilizada como
normalizador da amostra. Os dados sdo representados pela expressdo do IGF-1R
divididos pela expresséo da 3-tubulina. Houve diferenga significativa entre os grupos
treinados suplementados (B e C) e o grupo treinado sem suplementagcéo (A). O
grupo treinado suplementado com Creatina e carboidrato (B) e o grupo treinado

suplementado com Creatina (C) nédo apresentaram diferencas significativas entre si.
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Figura 8: a) Autoradiografia da expresséo proteica de Tubulina e IGF-1R, com disposi¢éo de
amostras na sequéncia da esquerda para a direita de acordo com o Grupo pertencente A, B, C, A, B,
C. b) Expresséo protéica do Receptor do IGF-1 (IGF-1R) em ratos Wistar machos apds analise de
Western blot. Os valores sédo apresentados como média e desvio padrao de unidades arbitrarias (A vs
B p=0,047; A vs C p=0,043).
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DISCUSSAO

Os avangos nos estudos relacionados ao exercicio fisico, nas ultimas
décadas, contribuiram para o esclarecimento de muitos mecanismos envolvidos no
rendimento. Também, diversas observac¢des ajudaram a tornar cada vez mais claros
os efeitos bioquimicos e celulares desta intervengdo. O estudo de diversos métodos
de treinamento possibilita 0 desenvolvimento de diferentes abordagens relativas ao
sistema de treinamento a ser aplicado. A aquisicdo de maior rendimento em
determinados pontos do treinamento, a obteng@o mais rapida e segura de resultados
em performance, fatores estéticos e até terapéuticos estdo envolvidos nesta
diversidade de modelos de aplicacdo do exercicio fisico. As pesquisas relacionadas
a suplementos alimentares, bem como 0s préprios suplementos, e estratégias
dietéticas também evoluiram muito e nos permitem tracar melhores caminhos a
serem seguidos para alcancar determinados objetivos. A inser¢cdo destas variaveis
no meio cientifico também ajudam a desmistificar aspectos fisiolégicos que séo

erroneamente atribuidos a alguns alimentos e suplementos alimentares.

O presente estudo demonstrou que o exercicio fisico intervalado € uma boa
estratégia para a melhora da performance em ratos. Aplicado como forma de
treinamento, com planejamento, objetivo e sequéncia, o exercicio evidenciou a
melhoria do condicionamento fisico dos ratos visto que as velocidades do re-teste
maximo em esteira foram consideravelmente superiores as velocidades que haviam
sido alcancadas no teste inicial. E interessante ressaltar uma importante
caracteristica do presente estudo que € a utiliza¢do do ciclo claro/escuro invertido.
Os ratos tém um ciclo biolégico diferente dos humanos, o qual caracteriza-se pelo

metabolismo mais intenso a noite (escuro). Portanto, ndo seria interessante realizar
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o treinamento fisico durante o dia (claro), pois o0s animais possivelmente
apresentariam perda de desempenho e alteragdes hormonais condizentes com o
momento do sono, 0 que poderia propiciar um viés no experimento. Realizar o
treinamento em ambiente escuro é de fundamental importancia para que possamos
analisar os efeitos do treinamento fisico em ratos, ja que os mesmos estéo fisica e
metabolicamente mais ativos neste ambiente. Outra constatacdo importante é que o
presente estudo foi conduzido em roedores, pois apresenta caracteristicas muito

invasivas, tornando-se de dificil aplicacdo em seres humanos.

No que diz respeito ao ganho de massa corporal dos ratos, esperdvamos
verificar uma diferenga entre os grupos que receberam a suplementagdo e o grupo
sem suplementacéo, ja que grande parte dos estudos mostra que a suplementacéo
com Creatina gera ganhos na massa muscular. Porém, os grupos A, B e C néo
apresentaram diferenga no ganho de massa corporal. Concordando com os dados
encontrados no presente estudo, alguns trabalhos também n&o verificaram diferenca
entre o ganho de massa corporal entre grupos suplementados e grupos controle
(McMillen, Donovan et al. 2001; Parise, Mihic et al. 2001; Menezes, Sobreira et al.
2007). Entretanto, diferentemente do nosso estudo, alguns trabalhos mostraram
diferenca no ganho de massa corporal entre grupos suplementados com Creatina e
grupos controle (Snow, McKenna et al. 1998; Huso, Hampl et al. 2002; Roschel,
Gualano et al. 2010). Quando a suplementacdo de Creatina € acompanhada a um
regime de exercicios resistidos, ou de for¢a, 0 aumento da massa muscular também
apresenta ganho significativo (Bargieri, Vancini et al. 2005), verificado também em
idosos, promovendo melhora na autonomia e na qualidade de vida destas pessoas

(Dalbo, Roberts et al. 2009). Os dados referentes ao ganho de massa muscular séo
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controversos no sentido de divergirem na causa do aumento da massa corporal, pois
mostram um aumento devido ao acumulo de agua dentro da célula muscular, e
outros mostram aumento de massa livre de dgua. Neste sentido, a suplementagéo
de Creatina juntamente com o treinamento de for¢a, pode aumentar a expressdo de
fatores de transcricdo miogénicos como o MRF4 e miogenina (Hespel, Op't Eijnde et
al. 2001). Podemos perceber que a Creatina se apresenta como um potencializador
do ganho de massa quando conjugada ao treinamento de forga, porém, quando
utilizada juntamente com outros tipos de exercicio, ela ndo demonstra ganhos
significativos de massa magra (Hespel, Op't Eijnde et al. 2001; Bargieri, Vancini et al.

2005; Menezes, Sobreira et al. 2007; Dalbo, Roberts et al. 2009).

Sobre os dados referentes & performance dos ratos, nos grupos A, B e C
houve diferenca entre a analise pré-treinamento e pés-treinamento, mostrando uma
melhora no condicionamento fisico dos animais. O protocolo de treinamento utilizado
no presente estudo mostrou-se efetivo para o aumento das velocidades no teste
mMAaximo em esteira rolante apoés a realizagdo do treinamento no periodo de 33 dias.
Estes dados reiteram que o exercicio intervalado de alta intensidade & uma
importante estratégia para a melhoria do condicionamento fisico (Giesel, Reche et
al. 2009), independente de intervengdo dietética ou suplementacéo, visto que todos
0S grupos apresentaram este aumento. Resultados como este, embora ja
esperados, sdo de suma importancia pois a melhoria do condicionamento fisico
através do exercicio intervalado ja € bastante conhecida (Vogiatzis, Nanas et al.
2002; Vogiatzis, Terzis et al. 2005) porém, pouco divulgada. Muito relevante também

€ que o exercicio intervalado de alta intensidade, além de proporcionar resultados

semelhantes ao exercicio continuo de carga constante, apresenta uma importante
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relagdo entre tempo gasto na execucao da atividade e os efeitos obtidos, pois 6timos
resultados sdo alcancados com menor tempo gasto. Outro ponto é que o exercicio
intervalado tende a apresentar menos efeitos colaterais como dispnéia e desconforto
muscular quando comparado ao exercicio continuo de carga constante (Vogiatzis,

Terzis et al. 2005).

Quando os dados de performance final do presente estudo s&o comparados
entre os grupos, nao apresentam diferengca, mostrando que a suplementacéo de
Creatina ou Creatina e carboidrato ndo apresentou interferéncia nos resultados. O
exercicio intervalado baseia seus periodos de alta intensidade em fontes anaerébias
para o fornecimento de energia. Exercicios que demandam tarefas de alta
intensidade, como o utilizado no protocolo do presente estudo, podem ser mais
dependentes dos niveis endégenos de adenosina trifosfato (ATP) e fosfocreatina
(PCrea) para a realizagdo destes. Particularmente, da PCrea, pois esta funciona
como um meio rapido de regenerar o limitado suprimento de ATP intramuscular, o
qual é fundamental para o desenvolvimento da capacidade anaerébia. A elevacao
da Creatina livre devido & suplementacdo exdgena € um importante recurso
ergogeénico para o reabastecimento da PCrea, a qual pode rapidamente fornecer um
meio de sintese de ATP durante o exercicio intervalado de alta intensidade (Williams
and Branch 1998). A suplementacdo de Creatina pode aumentar a taxa de
ressintese de PCrea entre os periodos de alta intensidade do exercicio intervalado e
aumentar a translocacdo de ATP mitocondrial para o citoplasma, proporcionando
adaptacoes fisiologicas significativas (Graef, Smith et al. 2009). Assim, esperdvamos
encontrar diferenga entre os grupos suplementados e o grupo ndo suplementado,

visto que a Creatina esta envolvida principalmente no rapido fornecimento de
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energia para atividades de alta intensidade, porém, n&do encontramos. A
fosfoCreatina que se mostra aumentada apos a suplementacdo de Creatina poderia
manter o fornecimento de energia em niveis mais adequados e evitar uma fadiga
precoce no exercicio intervalado de alta intensidade, diferenciando os grupos
suplementados e ndo suplementado, como encontrado em outros estudos (Murphy,
Stephenson et al. 2004; Jager, Metzger et al. 2008; Roschel, Gualano et al. 2010). A
combinagcdo da suplementacdo de Creatina com treinamento intervalado de alta
intensidade, ja se mostrou um interessante meio de se levar ao aumento do VOapico,
quando comparado a suplementagdo de Creatina ou ao exercicio intervalado
sozinhos (Graef, Smith et al. 2009). Um outro estudo também utilizou a
suplementagdo de Creatina e carboidrato e mostrou ganhos significativos no
desempenho fisico dos participantes em exercicios de alta ou maxima intensidade
(Casey and Greenhaff 2000). Sugere-se que o aumento na performance dos
participantes tenha causa direta do efeito da PCrea disponivel e consequente
aumento na ressintese de ATP muscular, evidenciando que a Creatina pode prover
um meio de aumentar a performance de alta ou maxima intensidade, como futebol,

rugby e héquei, exatamente como demonstrado neste protocolo para roedores.

Outros estudos, porém, vao de encontro aos nossos achados e nao verificam
diferencas no desempenho fisico entre grupos suplementados e ndo suplementados.
Porém, utilizam o exercicio intervalado de alta intensidade na forma de tiros
maximos de 20 segundos de duracdo em cicloergdbmetros (Snow, McKenna et al.
1998). A performance de ratos em exercicios de poténcia, como saltos verticais,
também ndo apresentou diferenga devido & suplementacdo de Creatina (Franco

2007).
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Os resultados de glicemia verificados nos ratos antes e apos o teste maximo
em esteira rolante ndo apresentaram diferenca, tanto na andlise pareada quanto na
andlise entre os grupos A, B e C, mostrando que a suplementacdo ndo produziu
diferencas na glicemia nos ratos. A suplementagdo de carboidrato, em repouso,
pode resultar em hiperglicemia e hiperinsulinemia, que é frequentemente seguido de
uma queda nos niveis de glicose sanguinea. A queda da glicemia se da
principalmente pela aumentada captagdo de glicose pelo tecido muscular, como
também uma diminuicdo da producdo de glicose pelo figado (Jeukendrup 2011).
Estes dados nos levaram a supor que as concentracdes de glicose no sangue
seriam menores no grupo suplementado com Creatina e carboidrato. Em um
trabalho pesquisado, com exercicios subméaximos e suplementagdo de Creatina e
carboidratos, foram achados aumentos nos estoques de glicogénio nos musculos
exercitados, porém os niveis de glicose sanguinea também n&o foram diferentes nos
grupos com a suplementagéo e sem a suplementagéo, corroborando com 0s nossos

resultados (Robinson, Sewell et al. 1999).

No presente estudo, o lactato ndo apresentou diferenga na comparagao entre
0os grupos A, B e C. A coleta de sangue para a realizacdo do teste ocorreu
imediatamente apds o término do teste maximo em esteira rolante para cada animal,
guando o mesmo chegava na fadiga e ndo prosseguia mais no teste. Simulando o
mesmo protocolo de teste realizado em atletas e praticantes de exercicios fisicos
quando sdo submetidos a coleta de sangue para a determinagdo de lactato
sanguineo, afim de uma extrapolagdo mais fidedigna dos resultados. Durante a

realizac@o de exercicios fisicos intensos ocorre a producdo e acumulagdo de lactato

e H'. Este lactato acumulado pode ser removido pela oxidacédo ou gliconeogénese



55

no musculo, ou é transportado para o sangue e removido por outras células. A
producdo de lactato no exercicio fisico é diretamente proporcional & intensidade
deste exercicio (Juel, Klarskov et al. 2004; Morris, Nevill et al. 2005), e pode ser
medido no sangue ap0s sua remoc¢ao da célula. Exercicios fisicos intensos, como o
realizado no presente estudo, supostamente produziriam quantidades elevadas de
lactato, porém a mediana dos valores da concentracdo de lactato sanguineo, nos
diferentes grupos, ndo se mostrou muito elevada, mesmo logo apos a realizacdo do
teste maximo. Os nossos achados corroboram com um trabalho realizado também
com exercicio intervalado de alta intensidade em cicloergdbmetro, o qual mostrou da
mesma forma, que o treinamento é capaz de diminuir a produgéo de lactato e a
concentracdo de lactato sanguineo (Green, Tupling et al. 2000). Assim como no
presente estudo, outro trabalho também ndo mostrou diferencas na concentracao de
lactato sanguineo entre grupos que receberam suplementacéo de Creatina e grupos
controle, em exercicios maximos em cicloergdmetro (Snow, McKenna et al. 1998). E
possivel que o aumento dos estoques de PCrea possam reduzir a dependéncia da
glicélise anaerdbia como uma fonte de reposicdo de ATP, e possivelmente minimizar
a formacédo de lactato e sua acumulagédo, podendo melhorar o desempenho em
exercicios fisicos de alta intensidade (Williams and Branch 1998), como no protocolo
de treinamento do presente estudo. Por isso, esperdvamos observar menores
valores de lactato nos grupos suplementados. Nesse foco, alguns trabalhos
apresentam resultados diferentes do nosso estudo, um deles, conjugando a
suplementagéo de Creatina e o exercicio intervalado de alta intensidade, encontrou
valores mais baixos na concentracao de lactato sanguineo no grupo suplementado
em comparacdo com o grupo placebo, em ratos (Roschel, Gualano et al. 2010). J&

em um outro trabalho, verificou-se concentragcées em torno de 42% mais baixas, na



56

producdo de lactato basal (Ceddia and Sweeney 2004) em cultura de células

musculares L6 de ratos.

O masculo esquelético compde aproximadamente 45% da massa corporal
magra em seres humanos, e é um tecido metabolicamente muito ativo, sendo o
maior responsavel pelo consumo energético corporal e pela captacdo de glicose
apdés uma refeicdo (O'Neill 2013). Esta captacdo de glicose em repouso é feita
mediante a ligacdo da insulina com o seu receptor na membrana da célula muscular.
Tanto a insulina quanto o exercicio fisico promovem a translocacdo do GLUT4 de
um compartimento intracelular para a membrana plasmatica, permitindo a difusdo da
glicose para dentro da célula (Adams 2013). Durante exercicios de alta intensidade
como o executado no presente estudo, a glicose € o principal combustivel muscular
(Marliss and Vranic 2002). Portanto, o controle da captacdo da glicose é de vital
importancia para a manutencgéo do exercicio. Neste sentido, o IGF-1 aparece como
um importante regulador do metabolismo da glicose, pois 0 mesmo possui certa
afinidade ao receptor de insulina (IR), podendo auxiliar na captagdo de glicose
durante o exercicio, jA que neste periodo a secre¢do de insulina esta inibida.
Portanto, o exercicio por si s6 ja evidencia o sistema do IGF-1, e poderiamos ter
dados sobre o IGF-1R diferentes entre grupos treinados e ndo treinados, porém,
todos os grupos do nosso trabalho séo treinados, e a diferenga entre eles consiste
somente na suplementagdo proporcionada. Neste sentido, as diferencas
encontradas entre o grupo A e os grupos B e C demonstram que a Creatina parece
estar envolvida no sistema do IGF-1/IGF-1R. Alguns trabalhos mostram o efeito da
suplementacdo de Creatina na expressdo de genes em células musculares

(Deldicque, Atherton et al. 2008; Safdar, Yardley et al. 2008), envolvidos na
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transdugcdo de sinal, remodelamento do citoesqueleto, regulacdo da sintese de
glicogénio e proteinas, proliferag@o e diferenciagdo de células satélites, reparacéo e
replicagdo de DNA, controle da transcricdo de RNA, e sobrevivéncia celular, o que
poderia afetar o contetido de receptores celulares como o IGF-1R. Outros trabalhos
também mostram a influéncia da suplementacéo de Creatina no aumento do mRNA
de IGF-1 (Deldicque, Louis et al. 2005), assim como aumento do IGF-1 muscular
(Burke, Candow et al. 2008), podendo este ultimo também estar agindo de maneira
autécrina/paracrina atuando na regulacdo do seu receptor celular o IGF-1R e

alterando a sua expresséao proteica.

Os dados referentes a expressdo protéica do IGF-1R mostram diferencas
significativas na expressdo protéica do IGF-1R entre o grupo treinado néo
suplementado (A) e os grupos treinados suplementados (B e C). Na andlise que
compara a expressdo protéica do IGF-1R entre os grupos A, B e C, 0s grupos
suplementados (B e C) apresentaram valores de média maiores do que o0 grupo nao
suplementado (A). Aumentos na expressdo de IGF-1R tem sido mostrados em
resposta a diferentes tipos de exercicio fisico como exercicios aerébios (Willis,
Chadan et al. 1997), exercicios de for¢a ou resistidos (Owino, Yang et al. 2001), e
exercicios de resisténcia (Willis, Chadan et al. 1998). O treinamento intervalado de
alta intensidade, como o protocolo utilizado no presente estudo, induz a alteracdes
celulares muito semelhantes ao treinamento de resisténcia também chamado de
treinamento de endurance (Gibala 2009). Por este motivo, ja esperdvamos ter
valores mais altos de IGF-1R para todos os grupos, visto que todos séo treinados.
Porém, como comentado acima, esperavamos encontrar valores mais altos

justamente nos grupos suplementados, pois a suplementacdo de Creatina parece
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agir no sentido de contribuir para o Crescimento muscular, e esta resposta ao
Crescimento parece estar relacionada aos efeitos anabdlicos do sistema do IGF-1
(Louis, Van Beneden et al. 2004; Deldicque, Louis et al. 2005). Estes trabalhos
mostram a relacdo entre a suplementagéo de Creatina e o aumento do IGF-1 mRNA.
Porém nao encontramos na literatura trabalhos que relacionem a suplementacéo de
Creatina e a expressdo génica ou protéica de IGF-1R, sendo o presente estudo o
primeiro a correlacionar todos estes assuntos. A confirmacdo da nossa hipotese de
que a suplementacdo de Creatina € capaz de aumentar a expressdo proteica de
IGF-1R sugere que os efeitos miogénicos da suplementagédo de Creatina podem

estar relacionados justamente ao aumento da expresséo dos receptores de IGF-1.

Uma super expresséo do IGF-1R tem sido demonstrada em diferentes tipos
de cancer como de célon, de mama, de préstata e de pulmdo (Pollak,
Schernhammer et al. 2004). A ativacdo ou super expressao do IGF-1R também esté
relacionada ao aumento na propensdo a ocorréncia metastases (Riedemann and
Macaulay 2006; Gallagher and LeRoith 2011) além de estar envolvida em diversos
processos de transformagdo oncogénica (Furstenberger and Senn 2002). Todavia,
uma diminuicdo na expressdo do IGF-1R leva também a uma diminuicdo do
Crescimento do tumor, na maioria dos tumores (Jones, Campbell et al. 2009).
Porém, a suplementagcdo com Creatina parece ir na contramdo dessas evidéncias e
provocar beneficios no combate a diversos tipos de doencas, inclusive o cancer
(Gualano, Roschel et al. 2012), pois verifica-se uma relagdo na diminuigdo de
Creatina quinase e Creatina total e o aparecimento de cancer (Patra, Ghosh et al.

2012).
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CONCLUSAO

O protocolo treinamento intervalado de alta intensidade utilizado no presente
estudo, sendo realizado cinco vezes por semana durante 30 minutos, mostrou-se
capaz de aumentar significativamente o desempenho fisico dos animais,
independente de suplementagéo, visto que houve um aumento na velocidade até o
aparecimento da fadiga apds a realizacdo do treinamento. O mesmo protocolo de
treinamento intervalado juntamente com a suplementagéo de Creatina se mostrou
também capaz de aumentar significativamente a expresséo protéica de receptor de

IGF-1 (IGF-1R) no tecido muscular de ratos.

A concentragdo de lactato no sangue ndo apresentou diferenga entre os

grupos estudados, quando comparados os valores pré e pos teste maximo.

Os valores de glicemia, quando comparados antes e depois do teste maximo,

nao apresentaram diferengas entre 0s grupos.

A massa dos animais ndo apresentou diferenga entre os grupos estudados.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para continuidade deste estudo pretendemos analisar a
concentracdo de IGF-1 sérico e intramuscular. Pretende-se também realizar as

analises de glicogénio muscular e hepatico.
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