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RESUMO

INTRODUGCAO: Hé evidéncias que a suplementacdo com creatina pode promover
resisténcia a insulina, condicdo que configura fator de risco para doencas
cardiovasculares e estd associada a remodelacéo cardiaca. Sabe-se que o exercicio
aerdbio intervalado de alta intensidade melhora a tolerancia a glicose e promove
alteragbes cardiacas. OBJETIVOS: Avaliar a influéncia da combinagdo entre
suplementacdo com creatina e exercicio fisico intervalado de alta intensidade sobre
0 metabolismo glicémico e indicadores morfolégicos de remodelagdo cardiaca em
ratos. METODOS: Ratos Wistar machos (n=60) foram distribuidos em quatro grupos:
controle (C), creatina (Cr), exercicio fisico (Ef) e exercicio fisico + creatina (ECr). O
grupo C e Ef foram tratados com dieta comercial padrdo e os animais do grupo Cr e
ECr receberam ragéo + de 2% de creatina. Os animais Ef e ECr foram submetidos a
protocolo de exercicio fisico intervalado de alta intensidade, 5x na semana, por 12
semanas. Ao final do experimento, foram analisados o comportamento nutricional e
murinométrico, capacidade funcional, tolerancia a glicose e insulina, perfil bioquimico
sérico, morfologia cardiaca macroscopica e microscopica do ventriculo esquerdo.
Para as analises de tolerancia a glicose e insulina, foi utilizado o ANOVA duas vias
no modelo de medidas repetidas e correcdo de Bonferroni. Para as demais variaveis
foi utilizado ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. RESULTADOS: Na
avaliacdo da capacidade funcional, os ratos submetidos ao exercicio apresentaram
maior toleréncia ao esforco que os respectivos controles. A area sob a curva de
tolerancia a glicose foi menor em Ef e ECr que em C e Cr, respectivamente. Ja a
area sob a curva de tolerancia a insulina foi menor em Ef que em C e ECr. A massa
dos atrios e a razdo massa dos atrios/massa corporal foram maiores em ECr que em
Ef. Adicionalmente, massa dos atrios/massa corporal foi maior em Cr que em C. A
razao massa total do coracdo/massa corporal foi maior em ECr que em Cr e Ef. A
massa do ventriculo esquerdo (VE) e direito (VD) foram semelhantes entre os
grupos. A area seccional transversa dos cardiomiocitos (C: 227+26; Cr: 216+22; Ef:
284+27; ECr:297+7 um?) e a fracdo intersticial de colageno do VE (C: 1,96+1,79; Cr:
1,98+1,28; Ef: 2,36+2,0; ECr: 2,49+1,8%) foram maiores nos grupo Ef e ECr que em
C e Cr, respectivamente. CONCLUSAO: No contexto metabdlico, o exercicio fisico
intervalado de alta intensidade melhora a tolerancia a glicemia e a insulina, porém a
suplementacdo com creatina reduz a tolerancia a insulina nos ratos exercitados. Ja
no contexto da remodelacdo cardiaca, o exercicio fisico intervalado de alta
intensidade promove hipertrofia de cardiomiocitos e fibrose intersticial no miocéardio
de ratos, sem efeito significativo da suplementacdo com creatina.

Palavras-chave: creatina; exercicio intervalado de alta intensidade; remodelagéao
cardiaca.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Some studies have shown that creatine supplementation may lead
to hyperinsulinemia and / or hyperglycemia. This, in turn, constitutes a risk factor for
cardiovascular diseases. OBJECTIVES: To evaluate the influence of the combination
between creatine supplementation and interval exercise on glycemic metabolism and
morphological indicators of cardiac remodeling in rats. METHODS: Male Wistar rats
(n = 60) were divided into four groups: control (C), creatine (Cr), physical exercise
(Ep) and exercise + creatine (ECr). Group C and Ep were treated with standard
commercial diet and the animals of the Cr and ECr groups received chow + 2% of
creatine. The animals Ep and ECr were submitted to high intensity interval exercise
protocol, 5x per week, for 12 weeks. At the end of the experiment, nutritional and
murinometric behavior, functional capacity, glucose and insulin tolerance, serum
biochemical profile, macroscopic and microscopic left ventricular cardiac morphology
were analyzed. Two-way ANOVA was used for the glycemic tolerance analysis in the
Bonferroni model of repeated measurements and multiple comparisons. For the other
variables, two-way ANOVA with post hoc of Tukey was applied. RESULTS: In the
evaluation of functional capacity, the rats submitted to the exercise presented greater
tolerance to the effort The area under the glucose tolerance curve was lower in Ep
and ECr than in C and Cr, respectively. On the other hand, the area under the insulin
tolerance curve was lower in Ep than in C and ECr. The mass of the atria and the
mass ratio of the atria / body mass were higher in ECr than in Ep In addition, atrial
mass / body mass was higher in Cr than in C. The total body / body mass ratio was
higher in ECr than in Cr and Ep. The left ventricular (LV) and right ventricular mass
(RV) were similar between the groups. The cross sectional area of the
cardiomyocytes (C: 227 + 26, Cr: 216 £ 22, Ef: 284 + 27, ECr: 297 £+ 7 ym2) and the
interstitial fraction of LV collagen (C: 1.96 + 1.79, Cr = 1.98 + 1.28, Ef: 2.36 + 2.0,
ECr: 2.49 + 1.8%) were higher in the Ep and ECr groups than in C and Cr,
respectively. CONCLUSION: In the metabolic context, high intensity interval physical
exercise improves glycemic and insulinemic tolerance, but creatine supplementation
reduces insulin tolerance in exercised rats. Already in the context of cardiac
remodeling, high intensity interval physical exercise promotes cardiomyocyte
hypertrophy and interstitial fibrosis in the myocardium of rats, without significant
effect of creatine supplementation.

Keywords: creatine; high intensity interval exercise; cardiac remodeling.
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INTRODUCAO

O comércio de suplementos nutricionais vem crescendo e atraindo muitos
praticantes de atividade fisica com o propésito de melhorar o rendimento desportivo
(TARNOPOLSKY et al., 2005). Diante da ampla gama de suplementos nutricionais
disponiveis no mercado, a creatina destaca-se como um dos mais utilizados
(TERJUNG et al., 2000; WILLIAMS et al., 2000; WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000).

A creatina é uma amina nitrogenada, quimicamente conhecida como &cido
acético a-metilguanidina, formada naturalmente pelo figado e pelos rins a partir dos
aminoécidos glicina, arginina e metionina (BEMBEN; LAMONT, 2005; GUALANO et
al., 2008). Em humanos, aproximadamente 95% da creatina é armazenada no tecido
muscular, enquanto o restante € encontrado no coracdo, cérebro, pulmdes,
testiculos, figado e rins (SOUZA et al., 2006). Desempenha papel fundamental no
metabolismo energético, principalmente em tecidos que necessitam de grande oferta
de energia, como o musculo estriado cardiaco (WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000).
Quando é utilizada como suplemento alimentar, ocorre aumento da creatina e

consequentemente de fosfocreatina no musculo cardiaco (IPSIROGLU et al., 2001).

Além disso, alguns estudos demonstraram que a suplementacao com creatina
€ capaz de conduzir ao estado de hiperinsulinemia e/ ou hiperglicemia em ratos
(ROONEY et al.,, 2002; COSTALLAT et al., 2007; NICASTRO et al.,, 2012).
Entretanto outros estudos apontam que a suplementagdo com creatina néo interfere
no metabolismo glicémico (NEWMAN et al., 2002) ou até melhora a tolerancia
glicémica (GUALANO et al., 2008; GUALANO et al., 2010).

Por sua vez, o quadro de hiperinsulinemia pode conduzir a resisténcia a
insulina, que é caracterizada pela incapacidade dos tecidos alvo de responderem
normalmente as concentracdes circulantes desse hormdnio, com consequente
reducdo da captacéo de glicose (CASTRO et al., 2013). Sabe-se que a resisténcia a
insulina estad associada ao aumento do risco cardiovascular e ao desenvolvimento
de remodelacdo cardiaca (OLIVEIRA et al.,, 2014). Definida como processo
adaptativo do miocardio voltado a manutencdo do desempenho funcional frente a
agressodes, a remodelacdo cardiaca integra alteracdes moleculares, celulares e
intersticiais, que se manifestam em modificagcbes na forma, tamanho e fungéo do

coracao (COHN, 2000). Nesse sentido, a insulina destaca-se dentre os varios fatores
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que envolvem o processo de remodelacao cardiaca, por ser um horménio cuja acdo
principal no miocéardio envolve a regulacdo do de macro e micronutrientes, mas
também por estar envolvida no crescimento e diferenciacdo celular (BERTRAND et
al., 2008). No entanto, é importante destacar que ndo foram encontrados estudos
gue investigaram a influéncia da suplementacdo com creatina sobre metabolismo

glicémico e indicadores de remodelacdo cardiaca.

Por outro lado, ha evidéncias que a pratica regular de exercicio fisico é capaz
de melhorar a tolerancia a glicose (AOI et al., 2011). Dentre os diferentes métodos, o
exercicio intervalado tem sido bastante difundido como medida de promocdo de
saude e prevencdo de diferentes doencas metabodlicas e cardiovasculares
(MOREIRA et al., 2013). A corrida em esteira rolante com protocolo intervalado é
uma atividade realizada de forma intermitente, com periodos de exercicio
intercalados com periodos de recuperacdo passiva ou ativa (BILLAT, 2001;
GUIRAUD et al., 2012; MEYER et al., 2013). A intensidade prescrita € normalmente
igual ou acima do limiar anaerdbio, isto €, envolve periodos de exercicio em alta
intensidade alternando com periodos de intensidade inferiores (WISLOFF et al.,
2007). Estudos mostram que o exercicio intervalado de alta intensidade esta
relacionado com a melhora da capacidade aerdbia, metabolismo glicémico e com a
reducao do risco cardiovascular (HARAM et al., 2009; MOREIRA et al., 2013).

Além dos efeitos metabdlicos, em estudos experimentais, 0 exercicio
intervalado de alta intensidade promoveu alteracdes morfolégicas no coracdo, como
aumento do comprimento, largura e volume dos cardiomidcitos, além de aumento
das massas ventricular esquerda e direita (KEMI et al., 2002; KEMI et al., 2004,
STROM et al., 2005; KEMI et al., 2007).

Assim, no presente estudo, levantamos a hipotese de que a suplementacao
com creatina acarreta distarbios de metabolismo glicémico no meio sistémico e
remodelacéo cardiaca em ratos. Além disso, é possivel aventar a hipotese adicional
de que a intolerancia a glicose decorrente da suplementacdo com creatina pode ser
atenuada pela pratica de exercicio fisico intervalado de alta intensidade. No
contexto cardiaco, presume-se que a suplementacdo com creatina potencialize a

remodelacéo cardiaca proveniente do exercicio intervalado de alta intensidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A creatina, ou &cido-metil-guanidino € um composto organico de guanidina,
gue esta diretamente relacionado com o sistema de energia muscular (GUALANO et
al., 2008). E sintetizada no organismo humano pelo pancreas, rins e figado a partir
de trés aminoacidos, a glicina, a arginina e a metionina e também obtida por meio de
alimentos ingeridos na dieta (KREIDER, 2003). Com uma dieta onivera normal, com
ingestdo proteica de aproximadamente 1 a 2g/kg/dia do peso corporal, € possivel
obter de 0,25 a 1g/dia de creatina diariamente (WILLIAMS et al., 2000). Depois de
produzida ou ingerida, a creatina € disponibilizada na corrente sanguinea para ser
utilizado em grande parte pelo musculo esquelético e também pelo cérebro, musculo
cardiaco e testiculos (FONTANA et al., 2003; REZENDE, 2003).

O uso de creatina como suplemento proporciona o aumento da concentracdo
de creatina fosfato intramuscular, causando também uma grande hidratag&o celular.
Além disso, cria-se um ambiente adequado para sintese proteica, desfavorecendo a
protedlise, culminando em maior volume de massa muscular em individuos
suplementados (TERJUNG et al., 2000; SLATER; JENKINS, 2000).

Segundo Carvalho et al. (2003), a creatina tem sido destacada como
suplemento nutricional de melhor eficacia no aumento da performance de atletas em
exercicio de alta intensidade. Devido aos bons resultados e aos beneficios
relacionados a creatina, o uso deste suplemento tornou-se popular e seu consumo
uma pratica comum entre profissionais e atletas que buscam uma melhora no
desempenho do treinamento, uma vez que o mesmo ndo € considerado doping
(HERNANDEZ, NAHAS, 2009; HUNGER et al., 2010).

Muitos tecidos néo produzem creatina, desta forma, para realizar o transporte
do meio extracelular para dentro das células, estes tecidos dependem de um
transportador de membrana especifico, o transportador de creatina (CreaT), que é
membro da familia de transportadores de neurotransmissores dependentes de
Na+/Cl- (LONGO et al., 2011). No musculo estriado de mamiferos, a expressao
molecular de CreaT se da por meio de duas isoformas que se diferenciam pelo peso

molecular, 55 kDa e 70 kDa, e podem ser encontradas junto a isoforma a1 da
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Na+/K+ ATPase e a enzima citrato sintase, situadas na membrana plasmatica e na
membrana mitocondrial, respectivamente (SNOW; MURPHY et al., 2001).

Durante periodos de alta demanda energética, a fosfocreatina doa o fosfato
(P) presente em sua estrutura para a adenosina difosfato (ADP), a fim de que ocorra
maior ressintese de adenosina trifosfato (ATP) (D’ANTONA et al.,, 2014). A
guantidade de creatina dentro das células e a quantidade de CreaT apresentam
relacdo direta com a atividade da enzima creatina quinase e, portanto, com o indice
de refosforilacdo do ADP e producdo de ATP. Assim, o CreaT desempenha
importante papel na manutencdo da quantidade de energia adequada para as
células (WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000).

Embora na literatura esteja bem documentado seus efeitos ergogénicos nos
mais diversos tecidos (GUALANO et al.,, 2008), com destaque para o musculo
estriado esquelético (GUALANO et al., 2010), alguns estudos verificaram que a
suplementacdo com creatina pode modular o metabolismo glicémico e insulinémico
(ROONEY et al., 2002; COSTALLAT et al., 2007; NICASTRO et al., 2012). Sabe-se
que a creatina possui em sua composi¢cdo quimica o0 aminoacido arginina, um
potente indutor de secrecao de insulina. A liberacdo de insulina por este meio inicia-
se com o transporte deste aminoacido para dentro das células B pancreaticas, o que
ocasiona a despolarizacdo da membrana e abertura de canais de célcio voltagem-
dependentes, com consequente elevacdo na concentracao intracelular deste ion e

subsequente estimulacéo da secrecédo de insulina (SENER, 2000).

Alguns estudos experimentais mostraram que a suplementacdo com creatina
durante 1, 4 e 8 semanas em ratos foi capaz de promover hiperinsulinemia e
hiperglicemia em nivel sistémico (ROONEY et al., 2002; COSTALLAT, et al., 2007,
NICASTRO et al., 2012). Em contrapartida, outros estudos, ndo encontraram
alteracdes na homeostase glicémica em roedores (FREIRE et al., 2008; JUNIOR et
al., 2014). Portanto, é evidente que a influéncia da suplementacdo de creatina no

metabolismo glicEmico ainda ndo esta bem esclarecida.

Quando mantidas por periodos prolongados, a hiperinsulinemia e a
hiperglicemia podem relacionar-se ao desenvolvimento de resisténcia a insulina,
condicdo genética ou adquirida definida como a incapacidade dos tecidos alvo da

insulina responderem normalmente as concentracdes circulantes desse hormonio,
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diminuindo a captacéo de glicose (PESSIN; SALTIEL, 2000; KAHN et al., 2006). Em
razao desta menor captagao de glicose, as células B pancreaticas aumentam sua
capacidade secretdria para manutencdo da glicemia, acarretando hiperinsulinemia
(PESSIN; SALTIEL, 2000; KAHN et al., 2006).

A resisténcia a insulina pode estar relacionada a altera¢cdes no receptor deste
horménio e nas vias de sinalizacdo por ele ativadas (GRATAS-DELAMARCHE,
2014). O receptor de insulina pode ser fosforilado em diferentes residuos de
aminoacidos, como tirosina e serina/treonina. Por meio destes recrutamentos
moleculares distintos, ocorre a estimulagéo, respectivamente, de dois importantes
eixos moleculares: IRS/ PI3K/ Akt e Shc/ Ras/ ERK (BERTRAND et al., 2008).

No miocéardio, a cascata de ativacdo para a captacdo de glicose consiste na
ligacdo da molécula de insulina a seu receptor especifico de membrana (IR), por
conseguinte na ativacdo de proteinas chaves como os membros da familia de
substratos receptores de insulina (IRS), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), proteina
quinase B (AKT) e por fim o transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) (BERTRAND et
al., 2008).

No eixo das respostas proliferativas, a via sinalizadora responséavel pela
sintese de proteinas e crescimento celular sdo relacionadas as proteinas do eixo
Shc/Ras/ERK (BERTRAND et al., 2008). Recentes evidéncias tém mostrado que a
resisténcia insulinémica configura um processo heterogéneo, com inibicdo do eixo
IRS/PI13-K/Akt, e consequentemente 0 aumento de efeitos ativados pela cascata
Shc/Ras/ERK (GUAL et al., 2005; CHOI et al., 2010). Fatores que provocam
resisténcia a insulina, como aumento de acidos graxos livres e hiperinsulinemia,
promovem fosforilacdo em serina/treonina (SYKIOTIS; PAPAVASSILIOU, 2001).
Assim, a reducdo da ativacdo da via IRS/PI3K/Akt e a predominancia da via
Shc/Ras/ERK, em situacdo de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, séo
consideradas como eventos fundamentais para o desenvolvimento da remodelacéo
cardiaca (GARCIA; INCERPI, 2008).

Alteracbes moleculares, celulares e intersticiais, que se manifestam em
modificacdes na forma, tamanho e funcédo do coragcdo caracterizam a remodelacao
cardiaca, descrita como um processo adaptativo do miocéardio voltado a manutencéo

do desempenho funcional frente a sobrecargas mecanicas pressoricas ou
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volumétricas (COHN, 2000). Mais especificamente, na remodelacdo cardiaca
ocorrem modificagbes na expressdo e composicdo de proteinas contrateis,
alteracdes do metabolismo energético cardiaco (ROUX; BLENIS, 2004) e respostas
morfologicas, como hipertrofia de cardiomiécitos e fibrose intersticial miocardica
(SWYNGHEDAUW, 2006; BARRY et al., 2008; PALOMEQUE et al., 2009). Assim,
dentre os vérios fatores que envolvem o processo de remodelacdo cardiaca, a
insulina destaca-se por ser um horménio cuja acao principal envolve a regulacao do
metabolismo glicémico, pela ativacdo da via IRS/PI3K/Akt, mas também por estar
envolvida no crescimento e diferenciagdo celular, por meio da via Shc/Ras/ERK
(BERTRAND et al., 2008). No entanto, é importante destacar que ndo foram
encontrados estudos que investigaram a influéncia da suplementacdo com creatina

sobre metabolismo glicémico e indicadores de remodelacao cardiaca.

Por outro lado, h& evidéncias de que prética de exercicio fisico pode modular
0 metabolismo glicémico. O exercicio fisico regular estimula a sintese e translocacao
de transportadores de glicose GLUT-4 no tecido adiposo, musculo esquelético e
musculo cardiaco, aumentando a captacdo e o metabolismo da glicose pelo
musculo, mesmo na auséncia e/ou deficiéncia da acdo da insulina (PADUA et al.,
2008; BORDENAVE et al., 2012).

Dentre os diversos protocolos de exercicio encontrados na literatura, exercicio
intervalado de alta intensidade tem ganhado destaque por reduzir o risco
cardiovascular (TJONNA et al., 2009).

O treinamento intervalado de alta intensidade é caracterizado por repetidas
séries (curtas ou longas) de exercicios de alta intensidade, intercaladas com
periodos de recuperacdo ativa ou passiva (BILLAT, 2001; GIBALA et al., 2006).
Pode ser caracterizado por ativar altas taxas do metabolismo anaerébio, com
intensidades entre 130 a 160% do VO2max, com duragao entre 10 a 15 segundos de
estimulo, e intervalos de 15 a 40 segundos (BILLAT, 2001; GIBALA et al., 2006). E
em treinamento de curta duracdo, com estimulos de até um minuto e com
intensidades entre 100 a 112%; de média duragdo, com estimulos entre um e oito
minutos e intensidades variando de 90 a 100% do VO2max; e de longa duracéo, com
velocidades entre a maxima fase estavel de lactato (MLSS) e 0 VO2max, cOm sessdes

maiores que oito minutos.
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Jorge et al. (2011) demonstraram que a pratica de exercicio fisico € capaz de
melhorar significativamente a sensibilidade a insulina. Da mesma forma, Donnelly et
al. (2009) também observaram melhora na sensibilidade a insulina apés 18 meses
de protocolo de treinamento intervalado em mulheres obesas. Haram et al. (2009)
verificaram que o exercicio intervalado de alta intensidade provoca aumento da
capacidade aerébia, melhora do metabolismo glicémico, a lipogénese e a melhora

do perfil de risco cardiovascular em ratos com sindrome metabdlica.

Ademais, o treinamento intervalado de alta intensidade intensifica a
biogénese mitocondrial, estimula a atividade de enzimas oxidativas, aumenta a
expressdo de GLUT-4 e a sensibilidade a insulina nos musculos esqueléticos e no
miocardio (GIBALA et al., 2006; BURGOMASTER et al, 2006; 2008; LITTLE et al.,
2010).

Aléem dos efeitos metabdlicos, o exercicio intervalado de alta intensidade
promove alteracdes morfolégicas no coragdo. Alguns estudos mostram que
protocolos de exercicio de alta intensidade em esteira rolante com inclinagédo de 25°
provocam aumento do comprimento, largura e volume da célula, além de aumento
das massas ventricular esquerda e direita em protocolos desenvolvidos durante 8
(KEMI et al., 2002; KEMI et al., 2008) e 10 semanas (KEMI et al., 2004).

Apesar de haver na literatura diversos trabalhos avaliando a suplementacao
com creatina e 0 exercicio aerdbio de alta intensidade separadamente, ndo foram
encontrados estudos avaliando a influéncia da associacdo destes dois fatores sobre

0 metabolismo glicémico e indicadores de remodelagéo cardiaca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da associagcdo entre suplementacdo com creatina e
exercicio fisico intervalado de alta intensidade sobre o metabolismo glicémico e

indicadores morfologicos de remodelacéo cardiaca em ratos.

3.2 Objetivos Especificos

1) Analisar a influéncia da suplementacdo com creatina e da préatica de exercicio
fisico intervalado de alta intensidade sobre a tolerancia ao esforco em ratos;

2) Descrever o comportamento da tolerancia glicémica e insulinémica e o perfil
lipidémico em ratos submetidos a suplementacdo com creatina e pratica do exercicio

fisico intervalado de alta intensidade;

3) Quantificar a fracdo intersticial de colageno e mensurar a area seccional dos

cardiomiécitos do ventriculo esquerdo de ratos submetidos a combinacdo entre

suplementacao com creatina e exercicio fisico intervalado de alta intensidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Protocolo de experimentacéo

Foram utilizados ratos Wistar machos (n=60), com 60 dias de idade, peso
corporal entre 222 e 293 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de
polipropileno, com tampas de arame cromado, forradas com maravalha autoclavada,
sendo trés ratos por caixa, com temperatura ambiente (22 + 2°C), umidade
controlada (55 + 5%), com ciclos invertidos de luminosidade de 12 horas.

O periodo experimental teve duracdo de 12 semanas. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos, com 15 ratos em cada: Controle (C), Creatina (Cr),
Exercicio Fisico (Ef) e Exercicio Fisico e Creatina (ECr). Os grupos C e Ef
receberam racdo comercial padrdo (Nuvilab®, Brasil) enquanto os animais dos
grupos Cr e ECr receberam a racdo comercial padrdo com a suplementacéo de 2%
de creatina (ROONEY et al., 2002; JU et al., 2005; FREIRE et al., 2008; DEMINICE
et al., 2009). Os animais dos grupos Ef e ECr foram submetidos a protocolo de
exercicio aerébio intervalado de alta intensidade em esteira rolante. A ingestédo
alimentar e hidrica foi mensurada diariamente e a massa corporal (MC) uma vez por

semana.

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Fisico-
Quimica da Unidade de Tecnologia de Alimentos e Saude Publica (UTASP) da
UFMS. A racdo comercial padrdao composta por 57,10% de carboidrato, 21,10% de
proteina, 5,43% de lipideos, 9,28% de umidade e 7,10% de cinzas, com valor
calorico de 3,61 kcal/g. J& a racdo comercial padrdo acrescida de 2% de creatina
(massa/massa) era composta por 55,83% de carboidrato, 23,93% de proteinas,
5,46% de lipideos, 7,96% de umidade e 6,82% de cinzas, com valor calérico de
3,68kcal/g.

Os procedimentos experimentais estiveram de acordo com “Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals”, publicado pelo “U. S. National Institutes of
Health”. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (protocolo
n° 724/2015).
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Todos os animais utilizados no trabalho foram acondicionados em sacos
brancos, destinados para acondicionamento de material com risco biolégico, e
congelados em freezer a -20 °C. ApOs o congelamento, foram descartados pelo

servico de coleta de lixo de residuos biolégicos infectados.
4.2. Teste de esforcgo

Antes do inicio do protocolo de exercicio, todos os animais foram submetidos
a um periodo de adaptacdo, durante o qual caminhavam na esteira por 10 min a

velocidade de 5 m/min, em cinco dias consecutivos.

Para verificar o comportamento da capacidade funcional ao esforco, os
animais foram submetidos a teste de esforco maximo, com o propdsito de determinar
a velocidade maxima (Vel Max), atingida quando o animal chegasse a exaustdo. O
teste foi realizado em quatro momentos: inicio (M1), ao final da 42 semana (M2),
depois da 8% semana (M3) e ao final do periodo experimental (M4). O teste foi
iniciado com aquecimento de 5 min a velocidade de 5 m/min. Apés 1 minuto de
recuperacado passiva, o animal foi submetido a esfor¢o progressivo, iniciando o teste
com a velocidade de 6m/min e incrementos de 3 m/min a cada 3 min e inclinacao de
15°. O teste era finalizado quando o animal atingisse a exaustao, a qual foi definida
como recusa a corrida, mesmo sob a estimulacao fisica por meio de leve toque no
dorso do animal, ou quando a coordenacdo entre as passadas fosse realizada com

dificuldade (MOREIRA et al., 2013).
4.3. Protocolo de exercicio fisico

Posteriormente, foi iniciado o protocolo composto por cinco sessdes de
exercicio durante 12 semanas, em intensidades intercaladas. Os animais iniciavam a
sessdo com aquecimento sob intensidade de 40% da velocidade maxima alcancada
no teste de esforco, por 10 min. A seguir, com a esteira a 15° de inclinagao,
realizavam corrida a 60% da velocidade maxima alcancada no teste de esforco por 3
min, seguidos por 4 min de corrida a 85% da velocidade maxima. Este ciclo era

repetido por sete vezes, completando 49 min cada sessao (MOREIRA et al., 2013).
4.4. Avaliacdo do metabolismo glicémico in vivo

Para caracterizacdo metabdlica, foram realizados o teste de tolerancia a

glicose (TTG) e o teste de tolerancia a insulina (TTI).
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Ao final do periodo experimental, os ratos foram mantidos em jejum durante
intervalo de 8 a 12 h, para realizagcdo do TTG. Apds a mensuracdo da glicemia
basal, foi administrada a solucdo de glicose 20% (Sigma- Aldrich, St Louis, MO,
EUA), por via intraperitoneal, em dosagem equivalente a 3g/kg de massa corporal.
Em seguida foram realizadas as afericdes da glicemia em 15, 30, 60, 90, 120 e 180
min, contados a partir do da administracdo da glicose. Para a medicéo, utilizou-se
glicosimetro portatil (ACCU-CHEK GO KIT, Roche Diagnostic Brazil Ltda, SP, Brasil)
(LIMA-LEOPOLDO et al., 2011).

Para realizacdo do TTI, os animais foram mantidos em jejum de 6 a 8 h.
Posteriormente & mensuracdo da glicemia basal, insulina regular (Novolin ®, Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) em dosagem equivalente a 1,5 Ul/kg foi administrada
intraperitonealmente e mensurados os valores de glicemia 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min

apos a aplicacdo (YUAN et al., 2011).

4.5. Eutanasia dos animais e coleta de tecidos

Ao término do periodo experimental, os animais foram mantidos em jejum
durante 8 a 12 h e submetidos a anestesia intraperitoneal de tiopental (60 mg/kg)
(BEZERRA et al., 2000; ROPELLE et al., 2006; COSTALLAT et al., 2007). A seguir,
foi mensurado o comprimento nasoanal do animal e realizada a eutandsia por
decapitacdo. O sangue foi coletado e centrifugado em temperatura ambiente a 3000
rpm, por 10 min, para obtengcdo de soro, o qual foi armazenado a -80 °C.
Posteriormente, foi realizada toracotomia mediana para retirada do coragdo. Os
atrios, o ventriculo direito (VD) e o ventriculo esquerdo (VE) foram dissecados e
pesados separadamente. As amostras de VE foram pesadas e congeladas em
nitrogénio liquido e conservadas a -80 °C. A seguir, foi realizada laparotomia
mediana para remocao dos tecidos adiposos brancos dos compartimentos
epididimal e retroperitoneal. Fragmentos de pulméao, figado, atrios e ventriculo direito
foram colhidos, mantidos em estufa a 65 °C por 72 h e, posteriormente, usados para

calcular a porcentagem de agua nos tecidos (OLIVEIRA - JUNIOR et al., 2014).

Antes do final do experimento, um animal do grupo Cr adoeceu e foi a 6bito

por causas inconclusivas.
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4.6. Perfil bioquimico sérico

A concentracdo seérica de triglicerideos, colesterol total e fracbes (LDL:
lipoproteina de baixa densidade, HDL: lipoproteina de alta densidade), proteina total
e albumina foi avaliada por método enzimatico com kits especificos (Kovalent
diagnosis, Kovalent do Brasil Ltda., Rio de Janeiro/RJ). A concentragcédo das fracdes
ndo-HDL e VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) foi obtida por meio de
calculos (ndo-HDL= colesterol total — HDL; VLDL = triglicérides/5) (MOTTA, 2003).

4.7. Analise histolégica do coracéao

Amostras anelares do VE (5-6 mm do &pice) foram coletadas e fixadas em
solucédo de formol tamponado 10% durante 48 h e, logo apdés, imersas em solucéo
de etanol 70%. O processamento das amostras foi realizado de acordo com método
previamente descrito (MATSUBARA et al., 2006; ZORNOFF et al., 2006). As
preparacdes histoldgicas foram realizadas na Unidade de Pesquisa Experimental da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP). Cortes histolégicos (7 um) foram corados com
hematoxilina e eosina para avaliagdo da morfologia geral e para andlises
morfométricas de cardiomidcitos. Outros cortes de VE foram corados pela técnica de
Picrosirius Red para quantificacdo da fracdo intersticial de coldgeno. As imagens
foram obtidas por microscépio Leica DM5500B (Wetzlar, Alemanha) acoplado ao
sistema Leica Application Suite version 4.0.0 (Heerbrugg, Suica) de andlise de

imagens computadorizado.

4.8. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados em média e desvio padrdo. Os graficos
referentes aos valores de glicemia mensurados durante o teste e tolerancia a
insulina e glicose, foram apresentados em média e erro padrdao. O comportamento
glicémico avaliado em diferentes momentos de mensuragéo durante o TTG e o TTI
foi analisado por meio da técnica de analise de variancia (ANOVA) para o esquema
de dois fatores independentes no modelo de medidas repetidas complementada com
o teste de comparacbes multiplas de Bonferroni. As demais variaveis de estudo
foram analisadas por meio de ANOVA para o0 esquema de dois fatores

complementada com post hoc de Tukey. O nivel de significAncia foi de 5%.
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Na tabela 1, estdo expressas as variaveis murinométricas. As variaveis massa

corporal, indice de adiposidade e massa dos depédsitos de gordura epididimal e

retroperitoneal foram semelhantes entre grupos. Ja o indice de Lee foi menor no

grupo ECr que no grupo Ef e ndo houve diferenca significativa para as demais

comparacoes.

Tabela 1. Variaveis murinométricas

Grupos
Variaveis C Cr Ef ECr

(n=15) (n=14) (n=15) (n=15)
Massa Corporal Final (g) 400+29 392+27 390+23 376x24
indice de Lee (g/cm3) 0,285+0,006 0,283+0,005 0,285+0,005 0,281+0,007#
Adiposidade (%) 3,374+0,642 3,173+0,644 3,108+0,409  3,099+0,557
Gordura Epididimal (g) 8,06+1,41 7,57+1,37 7,7611,94 6,80+1,33
Gordura Retroperitoneal () 5,50+1,86 4,89+1,47 5,80+2,19 4,90£1,25

C: Controle; Cr: Controle + Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Valores expressos
em média * desvio padrdo. ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. # p<0,05 vs. Ef.

Na tabela 2, estdo apresentados os dados nutricionais. As variaveis ingestao

alimentar total e ingestdo calorica total foram menores nos grupos Cr e Ef quando

comparados ao grupo C. Estas varidveis também foram menores no grupo ECr

quando comparado a EF, porém maiores em ECr do que em Cr. Ja a eficiéncia

alimentar total foi maior em Cr que nos grupos C e ECr. A ingestao total de proteina

foi menor no grupo Ef que no C e maior no grupo ECr que nos grupos Ef e Cr. A

ingestdo hidrica foi maior no grupo Ef que em C e maior em Cr e ECr quando

comparados a C e Ef, respectivamente.

Tabela 2. Variaveis nutricionais

Grupos
Variaveis C Cr Ef ECr
(n=15) (n=14) (n=15) (n=15)
Ingestdo Alimentar Total (g) 2009+77 1772+17* 1969+11* 182912441+
Ingestao Calérica Total (Kcal) 7334,5+282,0 6597,8+65,3* 7190,9+42,7* 6809,6+90,3#%
Eficiéncia Alimentar Total (%) 1,90+0,23 2,13+0,24* 1,78+0,20 1,7310,28%
Ingestao Total de Proteina (g) 423,9+16,2 424,1+4,1 415,6+2,4* 437,845,8#%
Ingestao Hidrica Total (mL) 2808+96 3639+163* 3278+140* 3694+245#

C: Controle; Cr: Controle + Creatina; Ef. Exercicio Fisico; ECr:. Exercicio Fisico + Creatina. Valores
expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. * p<0,05 vs. C; # p<0,05

vs. Ef; ¥ p<0,05 vs. Cr.
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Na tabela 3, estdo apresentados os célculos de &rea sob as curvas de
tolerancia a glicose (ASCG) e de tolerancia a insulina (ASCI), em valores absolutos
(total) e com correcédo pela glicemia basal. A ASCG total foi menor em Ef e ECr
quando comparados a C e Cr, respectivamente. No entanto, ASCG corrigida foi
menor apenas em Ef que em C. Ja a ASCI total foi menor em Ef que nos grupos C e
ECr e a ASCI corrigida foi maior em ECr que em Ef.

Tabela 3. Area sob a curva de tolerancia a glicose e a insulina, total e corrigida

Grupos
Variaveis C Cr Ef ECr
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
ASCG (mg /dL) 26982,3+1279,2 25493,2+2158,8  24411,7+2427,4* 23314,5+2960,4%
ASCI (mg /dL) 2134,7£270,5 2184,7+£256,5 1943,2+141,2* 2165,4+125,1#
ASCG Corrigida (mg/dL) 24933,0+£1835,9 23292,0+2059,1  22245,0+2172,3* 21137,2+2743,6
ASCI Corrigida (mg/dL) 1878,0+222,7 1942,7+235,6 1716,0+125,7 1872,2+180,5%

C: Controle; Cr: Controle + Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Valores expressos
em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. Ef;
p<0,05 vs. Cr.

Na tabela 4, estdo apresentados os valores referentes a glicemia mensurada
durante o teste de tolerancia a glicose. Em geral, fixados os grupos, todos
apresentaram aumento da glicemia aos 15 min e reducao da glicemia a partir dos 60

minutos de teste (p<0,05).

Fixado a condi¢cdo, no momento 30 min, a glicemia foi menor no grupo ECr que
em Cr. Nos momentos 15 e 60 min, a glicemia foi menor no grupo Ef que no grupo C.
Fixado o tratamento, ndo houve diferenca significativa na comparacao entre 0s grupos

C e Cr e entre os grupos Ef e ECr.
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Tabela 4. Valores glicémicos (mg/dL) mensurados durante o teste de tolerancia a glicose

GRUPOS
C Cr Ef ECr
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Basal 92,1+6,8 Aaa 86,4+11,9 Aaa 89,846,1 Aaa 93,748,0 Aaa
15 (min) 234,9+31,8 Bagd 207,1+30,6 Aaf 199,1+38,4 Aaaf 196,6+43,4 Aaf
30 (min) 226,1+21,1 Aa@ 221,7+45,4 Bat 206,7+23,9 Aaf 187,3+37,4 Aat
60 (min) 181,9+36,8 Bat 153,3+14,4 Aaaf 145,04£19,1 Aaaf 142,7+39,9 Aaaf
90 (min) 139,6+17,9 Aaaf 135,0+12,5 Aaaf 127,2+19,0 Aaaf 116,3+20,3 Aaa
120 (min) 125,8+8,2 Aaaf3 116,7+16,2 Aaa 113,0+13,6 Aaa 109,749,0 Aaa
180 (min) 92,6+10,3 Aaa 95,0+13,7 Aaa 95,0+8,5 Aaa 91,4+8,4 Aaa

Valores em média * erro padrdo; C: Controle; Cr: Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. A, B: p<0,05 para comparacdes entre condi¢cao

(C x Ef; Cr x ECr); a, b: p<0,05 para comparagbes entre tratamento (C x Cr; Ef x ECr); a, B, £, &: p<0,05 para comparagdes entre momentos, fixado o grupo.
ANOVA de duas vias para o modelo de medidas repetidas complementada com Teste de Bonferroni.
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140 A
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100

80 : . . . . |
Basal 15 30 80 %0 120 180
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—_—C =Cr Ef Ecr
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Figura 1. Glicemia mensurada durante o teste de tolerancia a glicose. Valores em média + erro padrdo. C: controle; Cr: creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr:
Exercicio Fisico + Creatina.
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Na tabela 5, estdo apresentados os valores referentes a glicemia avaliada
durante o teste de tolerancia a insulina. Fixados os momentos de avaliacdo, 0s
grupos Cr e ECr apresentaram aumento da glicemia aos 5 minutos de teste. A partir
dos 10 minutos, houve reducéo da glicemia nos grupos C e ECr, mas ndo em Cr. No
grupo Ef, a glicemia manteve-se estavel nos momentos 5 e 10 min e apresentou
gueda a partir do momento 15 min (p<0,05). A partir do momento 20 min, a glicemia
estabilizou-se nos grupos C, Ef e ECr. No grupo Cr, a glicemia diminuiu no momento
30 em relacdo ao momento 20 min.

Fixado a condigcédo, os grupos exercitados (Ef e ECr) apresentaram menores

valores glicémicos que seus respectivos controles (C e Cr) no momento 15 min.

F

a

ixada o tratamento, ndo houve diferenca entre os grupos C e Cr. No momento 5 min,

glicemia  foi maior no grupo ECr que no grupo Ef.



Tabela 5.Valores glicémicos (mg/dL) mensurados durante o teste de tolerancia a insulina

30

GRUPOS
Momentos C Cr Ef ECr
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Basal 90,8+7,5 Aatd 87,1+5,4 Aa@d 86,7+3,3 Aat 90,046,2 Aat
5 (min) 94,5+8,8 Aad 98,8+17,5 AaA 84,51+8,2 Aat 105,0+10,4 Ab@
10 (min) 83,6+11,8 Aat 88,8+15,8 AadA 80,419,4 Aat 84,0+12,3 Aat
15 (min) 68,51+9,4 Baf3 70,6+12,0 Bat 57,8+8,1 AaB 60,3+13,4 Aaf
20 (min) 56,3+10,7 Aaa 60,3+6,7 Aaf 53,2+6,7 Aaaf 53,5+8,5 Aaaf
25 (min) 54,2+13,4 Aaa 53,0+7,0 Aaaf 47,6+4,3 Aaa 52,945,3 Aaaf
30 (min) 48,948,8 Aaa 43,8+4,9 Aaa 43,6+4,9 Aaa 46,5+6,4 Aaa

Valores em média * erro padréo; C: Controle; Cr: Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. A, B: p<0,05 para comparag@es entre condic¢éo (C x Ef; Cr

x ECr); a, b: p<0,05 para comparagbes entre tratamento (C x Cr; Ef x ECr). a, B, £, @, A: p<0,05 para comparacgdes entre momentos, fixado o grupo. ANOVA de duas vias
para o modelo de medidas repetidas complementada com Teste de Bonferroni.
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Figura 2. Glicemia mensurada durante o teste de tolerancia a insulina. Valores em média + erro padrdo. C: controle; Cr: creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr:

Exercicio Fisico + Creatina.
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Na tabela 6, estdo apresentados os valores do perfil bioquimico sérico.

As variaveis glicose, colesterol, triglicerideos, LDL, VLDL, ndo-HDL e albumina

ndo apresentaram diferenca estatistica entre grupos. Ja a varidvel HDL foi

maior no grupo Cr quando comparado ao grupo C e maior em ECr que no

grupo Ef. A variavel proteina total foi menor no grupo ECr em comparacao aos

grupos Cr e Ef.

Tabela 6. Perfil bioquimico sérico

Grupos
Variaveis C Cr Ef ECr
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Glicose (mg/dL) 161,14+18,61 158,50+19,78 152,94+13,81  157,38+24,68
Colesterol (mg/dL) 46,57+11,01 52,97+4,29 51,02+11,32 57,56+10,90
Triglicerideos (mg/dL) 38,84+20,25 37,4518,34 42,35+13,43 41,62+9,46
HDL (mg/dL) 22,66+4,10 26,48+2,92* 24,27+3,75 27,38+2,66#
LDL (mg/dL) 16,00+7,61 19,00+3,62 18,1545,75 21,85+8,36
VLDL (mg/dL) 7,80+4,05 7,40£1,77 8,45+2,69 8,25+1,93
Nao-HDL (mg/dL) 23,91+7,88 26,49+3,08 26,74+7,78 30,18+9,16
Proteina Total (g/dL) 6,07+0,16 6,06+0,26 6,16+0,34 5,79+0,17#%
Albumina (g/dL) 2,78+0,24 2,85%0,10 2,87+0,12 2,73+0,07

C: Controle; Cr: Controle + Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Valores expressos em média +
desvio padréo. ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. Ef; ¥ p<0,05 vs. Cr.

Em relacdo as variaveis obtidas no teste de esforco maximo (figura 1), a
velocidade maxima alcancada (C: 14,0+4,4; Cr: 15,0+2,8; Ef: 22,6+1,5; ECr:
24,2421 m/min) e a distancia percorrida (C: 127,2+46,1; Cr: 147,2+53,0; Ef:
281,4+37,1; ECr: 322,2+54,1 m) foram maiores nos grupos Ef e ECr quando

comparados aos grupos C e Cr, respectivamente.
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Figura 3. Valores referentes a (A) velocidade maxima (m/min) e (B) distancia
percorrida (m) atingida no teste de esforco final. C: controle; Cr: creatina; Ef: Exercicio
Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Valores expressos em média + desvio padrao.
ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. * p<0,05 vs. C; ¥ p<0,05 vs. Cr.

Ap0s eutanasia dos animais, foi avaliado o conteudo relativo de dgua do
coracdo, dos pulmdes e do figado (tabela 7). Nao foram encontradas

diferencas significativas entre grupos para estas variaveis.

Tabela 7. Conteudo relativo de agua do tecido cardiaco, pulméo e figado

Grupos
Variaveis C Cr Ef ECr
(n=15) (n=14) (n=15) (n=15)
Atrios (%) 76,74+4,23 76,11+3,97 76,05+2,57 76,70+4,41
Ventriculo Direito (%) 76,22+1,22 75,78+0,90 76,31+1,00 75,82+2,17
Ventriculo Esquerdo (%) 75,43+3,19 74,36+4,52 74,80+3,35 74,26+4,29
Pulméao (%) 79,36+0,51 79,03+0,84 79,47+0,92 79,46+1,18
Figado (%) 68,25+0,72 68,33+1,84 68,35+0,70 68,45+0,77

C: Controle; Cr: Controle + Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Valores
expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias.

Na tabela 8,

macroscopica. A massa dos atrios em valores absolutos, normalizados pela

sdo exibidos os dados de morfologia cardiaca

massa corporal final e pelo comprimento da tibia foi maior no grupo ECr em
relacdo ao grupo Ef. Adicionalmente, a massa dos atrios normalizada pelo peso
corporal foi maior em Cr quando comparada ao grupo C. Ja a massa total do

coragao normalizada pelo peso corporal foi maior no grupo ECr que nos grupos
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Cr e Ef. Para as demais variaveis, ndo houve diferenca estatisticamente

significante.

Tabela 8. Morfologia cardiaca macroscopica

Grupos
Variaveis C Cr Ef ECr
(n=15) (n=14) (n=15) (n=15)

Atrios (g) 0,06+0,01 0,07+0,01 0,06+0,01 0,07+0,01#
Atrios/MCF (mg/g) 0,16+0,03 0,18+0,03* 0,15+0,03 0,19+0,03#
Atrios/Tibia (mg/mm) 1,52+0,34 1,75+0,31 1,44+0,30 1,69+0,26#
VD (9) 0,17+0,02 0,18+0,01 0,17+0,01 0,17+0,02
VD/MCF (mg/g) 0,43+0,04 0,46+0,03 0,43+0,03 0,45+0,04
VD/Tibia (mg/mm) 4,06+0,44 4,28+0,35 4,01+0,31 4,06+0,47
VE (9) 0,48+0,05 0,46+0,06 0,47+0,04 0,49+0,01
VE/MCF (mg/g) 1,2040,15 1,17+0,12 1,20+0,11 1,30+0,12
VE/Tibia (mg/mm) 11,39+1,24 10,96+1,41 11,04+1,09 11,57+1,04
Coracdo (g) 0,72+0,07 0,71+0,07 0,70+0,05 0,73+0,07
COR/MCF (mg/g) 1,8040,19 1,8240,12 1,80+0,12 1,9540,18#%
COR/Tibia (mg/mm) 16,98+1,55 16,99+1,52 16,50+1,21 17,33+1,63

C: Controle; Cr: Controle + Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Atrios: massa dos atrios;
COR: massa do coragdo; MCF: massa corporal final; Tibia: comprimento da tibia; VD: ventriculo direito; VE: massa
do ventriculo esquerdo; Valores expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey.
* p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. Ef; § p<0,05 vs. Cr.

Em relacdo a morfologia microscoépica do ventriculo esquerdo (figuras 4,
5 e 6), a area seccional transversa dos cardiomiocitos foi mensurada em cortes
histol6gicos corado com hematoxilina-eosina e a fracdo instersticial de
colageno foi avaliada em cortes corados com Picrosirius red. A area seccional
(C: 227+26; Cr: 216+22; Ef: 284+27; ECr:297+7 um?) e a fracdo instersticial de
colageno (C: 1,96%1,79; Cr: 1,98+1,28; Ef: 2,36+2,0; ECr: 2,49+1,8 %) foram
maiores no grupo Ef que no C e maiores também no grupo ECr que no Ef
(figura 4).
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Figura 4. Cortes histolégicos transversais do mdusculo cardiaco corados com
hematoxilina-eosina. Aumento de 400x. C: Controle; Cr: Creatina; Ef: Exercicio Fisico;
ECr: Exercicio Fisico e Creatina.

Figura 5. Cortes histolégicos transversais do muasculo cardiaco corados com
Picrosirius red. Aumento de 400x. C: Controle; Cr: Creatina; Ef: Exercicio Fisico; ECr:
Exercicio Fisico e Creatina.
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Figura 6. Valores referentes a (A) area seccional transversa dos cardiomidcitos e a (B)
fracdo intersticial de colageno no miocéardio. C: controle; Cr: creatina; Ef: Exercicio

Fisico; ECr: Exercicio Fisico + Creatina. Valores expressos em média + desvio padrao.
ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey. * p<0,05 vs. C; ¥ p<0,05 vs. Cr.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos a influéncia da associacdo entre
suplementacdo com creatina e exercicio intervalado de alta intensidade sobre
metabolismo glicémico e indicadores morfoldgicos de remodelacdo cardiaca
em ratos. Verificamos que a creatina, de forma isolada, ndo promoveu
distirbios do metabolismo glicémico, nem alteracbes morfoldégicas no
miocardio. No entanto, quando associada ao exercicio, pode atenuar os efeitos
benéficos do exercicio em relacdo a tolerancia a insulina. Além disso, o
exercicio aerdbico intervalado de alta intensidade promoveu alteracdes

morfolégicas no musculo cardiaco.

Levando-se em consideracdo 0 comportamento murinométrico,
verificamos que a suplementacdo com creatina associada ao exercicio aerobio
intervalado de alta intensidade promoveu reducfes nos valores do indice de
Lee somente quando comparado ao grupo exercitado. De acordo com alguns
estudos, a alteracdo da massa corporal em razdo da suplementacdo de
creatina tem mostrado efeitos contraditorios. Souza et al., (2006) suplementou
ratos durante oito semanas com creatina e observou que o desenvolvimento
ponderal apresentou as mesmas diferencas no decorrer de uma, quatro e oito
semanas e que nos grupos que tomaram creatina a massa corporal foi superior
aos controles. J4 outros estudos ndo detectaram diferenca significativa na
massa corporal de ratos apdés duas (VIEIRA et al.,, 2008), quatro e oito

semanas de suplementacédo com creatina (FREIRE et al., 2008).

Em relacdo as variaveis nutricionais, 0os grupos tratados com creatina
apresentaram menores valores de ingestdo alimentar total e ingestdo calérica
total, o que pode ser justificado pelo maior conteddo de proteina na
composicdo da dieta. A ingestao de proteinas, em geral, influencia a sensacao
de saciedade, possivelmente por promover a liberagcdo de horménios inibidores
de apetite pelas células intestinais (ESTEVES; AVILA; ALMEIDA, 2010). Altas
concentracbes de aminoacidos no sangue apos a digestdo das proteinas
estimulam a liberacdo do hormonio colecistocinina, que por sua vez auxilia na
liberacdo do peptideo YY. Em consequéncia, ocorre a reducéo de liberacdo da

grelina, hormdnio intestinal responsavel por aumentar a sensacédo de fome, o
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que culmina, entdo, na saciedade e diminuicdo da ingestdo alimentar
(BRENNAN et al., 2012). Junior et al. (2014) ao suplementar ratos sedentarios
com creatina a 13% encontrou resultados similares de ingest&o alimentar, onde

0 grupo suplementado apresentou menor ingestao alimentar.

Além de aumentar a saciedade, a alta ingestdo de proteina altera o
consumo hidrico, devido ao aumento da producdo de corpos cetdnicos
derivados da oxidacdo lipidica e dos aminoacidos cetogénicos, 0s quais
provocam 0 aumento da osmolalidade plasmatica e, em consequéncia, a
sensacdo de sede, levando a maior ingestdo de agua (INUZUKA-
NAKAHARADA, 2008; RIBEIRO et al., 2016). Segundo Araujo et al. (2012), a
osmolalidade plasmatica € o mais potente estimulo indutor de sede, o que
explica o aumento do consumo hidrico pelos animais. Corroborando nossos
achados, Junior et al. (2014) suplementaram ratos com creatina na
concentragdo de 13% por 10 dias e observaram que os ratos submetidos a

suplementacao apresentaram maior consumo hidrico.

No contexto metabdlico, na andlise da area sob a curva do teste de
tolerancia a glicose, 0s grupos exercitados apresentaram menores valores
guando comparados aos grupos sedentarios, indicando melhora da tolerancia
glicémica. Porém, na analise da area sob a curva corrigida, apenas o grupo Ef
apresentou melhora na tolerancia glicémica na comparagdo com o grupo C.
Araujo et al. (2012) verificaram que os ratos suplementados com creatina (13%
na fase de pico por 7 dias e 2% na fase de manutencdo durante 55 dias) e
submetidos ao protocolo de exercicio em esteira rolante apresentaram melhora

da tolerancia a glicose.

Entretanto, Freire et al. (2008) submeteram ratos a protocolo de
suplementacdo com creatina a 2% durante 4 e 8 semanas e natagdo, com
frequéncia de quatro vezes por semana, € nao observaram diferenga na curva
glicémica durante o teste de tolerancia a glicose. Os autores sugeriram que a
carga imposta pelo exercicio ndo foi suficiente para promover alteragdes nesta

variavel.

Em estudos clinicos, foram encontrados quatro trabalhos na literatura

que associaram a suplementacdo com creatina e analise do metabolismo
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glicémico mediante o teste de tolerancia a glicose, (NEWMAN et al., 2002;
DERAVE et al., 2003; GUALANO et al., 2008; GUALANO et al., 2010). Dentre
eles, apenas Newman et al. (2002) analisaram a suplementacdo com creatina
sem a presenca de exercicio e ndo observaram alteragcbes no metabolismo
glicémico. Ja os outros trabalhos (DERAVE et al., 2003; GUALANO et al.,
2008; GUALANO et al., 2010) verificaram que a associacdo da suplementacéo

com creatina e o exercicio fisico melhora a tolerancia glicémica.

Ja no teste de tolerancia a insulina, a area sob a curva glicémica foi
menor no grupo Ef quando comparado ao grupo controle. Entretanto, na
comparacao entre 0s grupos exercitados, o grupo suplementado exibiu maiores
valores de area sob a curva. Na analise da area sob a curva glicémica
corrigida, o grupo ECr apresentou menor area na comparacdo com Cr.
Costallat et al. (2007) verificaram, a partir do teste de tolerancia a insulina, que
a suplementagédo com creatina induziu alteragcdes no comportamento glicémico
a partir do 14° dia de experimento, que se acentuaram até o 28° dia, sugerindo,
assim, que a suplementacdo com creatina pode conduzir ao quadro de
resisténcia a insulina. De forma contraria, Janior et al. (2014), na comparacao
entre ratos sedentarios, observaram que a suplementacdo com creatina

(concentracéo de 13% por 10 dias) ndo alterou a homeostase glicémica.

Os resultados encontrados no presente trabalho mostram que, apesar
de ndo promover distirbios do metabolismo glicémico como fator isolado, a
creatina pode atenuar os efeitos benéficos do exercicio em relacdo a tolerancia
a insulina. Barbosa et al. (2006), ao suplementar ratos sedentarios com
arginina durante quatro semanas, observaram resisténcia a insulina, por meio
do teste de tolerancia a insulina. Este efeito pode estar associado ao fato de
gue a secrecao de insulina também pode ser estimulada por aminoacidos,
como a arginina (RANG et al., 2008), um constituinte estrutural da creatina. A
presencga de arginina dentro das células B pancreaticas induz a despolarizacao
da membrana, que, em consequéncia, abre os canais de célcio dependentes
de voltagem, promovendo a secrecdo de insulina (SENER et al., 2000). Assim,
a hiperinsulinemia crénica pode conduzir a resisténcia a insulina (FERRANINI
et al., 1997).
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Por outro lado, a pratica do exercicio tem sido considerada eficaz para a
melhora da tolerancia glicémica e insulinémica (TJONNA et al., 2008) por ser
capaz de recrutar outras proteinas e vias independentes de insulina, como a da
proteina quinase ativada por 5-AMP (AMPK) (BENATTI; LANCHA JUNIOR,
2007). Ao reduzir a taxa de adenosina trifosfato (ATP) intracelular por meio da
contracdo muscular, a AMPK, que atua como um detector do gasto energético,
é ativada e participa do processo de translocacdo do GLUT4 para a membrana
plasmatica, potencializando a captacao de glicose de maneira semelhante a da
insulina, embora por cascatas de sinalizacdo diferentes e independentes
(MIYAMOTO et al., 2007). Apesar de ndo ter sido estudada no presente
trabalho, podemos sugerir que a ativagdo desta via molecular esteja envolvida
na melhora da tolerancia a glicemia e a insulina induzida pelo exercicio
intervalado. No entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer estes

mecanismos.

Em relacdo ao perfil bioquimico sérico, as concentracdes séricas de
glicose, triglicérides, colesterol total, LDL, VLDL e albumina néo apresentaram
diferencas estatisticas entre grupos. Esses resultados sdo semelhantes aos de
outros estudos (VIEIRA et al., 2008; BARACHO et al., 2015) que, apos 14 dias
de suplementacdo com creatina nas dosagens de 0,59, 1g e 2g/kg/dia,
verificaram que a suplementacdo com creatina ndo € capaz de induzir
alteracbes nessas varidveis bioquimicas. Na analise de HDL,
surpreendentemente, 0s grupos suplementados com creatina apresentaram
maiores valores quando comparados a seus respectivos controles. Ja a
concentracdo sérica de proteina total foi menor no grupo ECr que nos grupos
Cr e ao grupo Ef. Nossos achados de HDL e proteina total divergem de outros
estudos (VIEIRA et al.,, 2008; BARACHO et al.,, 2015), os quais n&o
demonstram diferencas significativas nessas variaveis. Os mecanismos
envolvidos nestas alteracfes necessitam ser elucidados em estudos futuros.

Em relacdo a tolerancia ao exercicio dos animais, 0s grupos exercitados
alcancaram melhor desempenho funcional em relacdo aos seus respectivos
controles, possivelmente por conta das adaptacdes funcionais geradas pelos
estimulos da pratica do exercicio aerébio intervalado de alta intensidade
(FONSECA et al., 2010). Billat et al. (2001) sugerem que a pratica deste tipo de



40

exercicio aumenta o0 consumo maximo de oxigénio (VO2max) e
consequentemente o tempo para atingir a exaustdo, variaveis frequentemente
utilizadas como preditores de rendimento (FONSECA et al., 2010).

Concernente a morfologia cardiaca macroscopica, a massa dos atrios,
em valores absolutos e normalizados pela massa corporal e pelo comprimento
da tibia, foi maior nos animais submetidos a associacdo entre suplementacéo
com creatina e exercicio fisico quando comparados ao grupo Ef.
Adicionalmente, no grupo Cr, a razdo atrio por massa corporal final foi maior
que no grupo C. Além disso, a razdo entre a massa do coracdo e a massa
corporal final foi maior no grupo ECr que nos grupos Ef e Cr. Como discutido
anteriormente, estudos mostram que a creatina é capaz de provocar maior
retencdo de agua no musculo, causada pelo efeito osmoético decorrente da
elevacdo da creatina intramuscular (POWERS et al., 2003; OLSEN et al., 2006;
FRANCO et al.,, 2007). No presente estudo, a ingestdo de creatina pode ter
promovido retencdo hidrica com consequente aumento da volemia e do retorno
venoso. Este fato pode estar relacionado com sobrecarga crénica de volume, o
que contribuiria para a dilatacdo e aumento da massa dos atrios e da massa do
coracao (BARBERATO et al., 2013).

Além disso, sabe-se que o exercicio fisico também é capaz de provocar
alteracdes na estrutura cardiaca. As alteragdes no musculo cardiaco mediante
a pratica de exercicio dependem de fatores como o tipo, o volume, a
intensidade e frequéncia do treinamento fisico imposto ao musculo cardiaco
(LAVORATO et al., 2012). Alguns modelos de treinamento intervalado de alta
intensidade tém sido utilizados para investigar a remodelacdo e hipertrofia
cardiaca provocada pelo exercicio. Isso porque o0 exercicio aerdbio de alta
intensidade parece induzir a adaptacdes estruturais e funcionais no coracao de
maneira mais eficaz do que exercicios de intensidades mais baixas (HARAM et
al., 2009; WANG; WISLOFF; KEMI, 2010).

A principal adaptacdo do coracao ao treinamento fisico é a remodelacdo
cardiaca (WISLOFF et al., 2002; KEMI et al., 2004, WISLOOF et al., 2001),
alteracdo estimulada pelo ganho de capacidade funcional (WISLOFF et al.,
2001). Nos exercicios dindmicos como natagao, ciclismo, corrida e caminhada,

as principais alteracbes sdo o aumento da frequéncia cardiaca e do volume
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sistélico (De OLIVEIRA et al., 2010). Neste caso, a sobrecarga cardiaca é
predominantemente volumétrica, induzindo & hipertrofia excéntrica do
ventriculo esquerdo, com a adicdo de sarcomeros em série, 0 que resulta em
aumento da camara cardiaca sem perda de funcdo (FERNANDES et al., 2011;

CAVALCANTE et al., 2016).

Nesse sentido, nossos resultados de morfologia microscopica do
ventriculo esquerdo mostram que 0s grupos exercitados apresentaram
aumento da éarea seccional transversa dos cardiomiécitos célula e maior
contetdo de colageno intersticial quando comparados aos seus respectivos
grupos controles. Similarmente aos nossos resultados, em pesquisas
experimentais que utilizaram o protocolo de treinamento intervalado, foi
observado aumento do comprimento, largura, volume e massa do ventriculo
esquerdo em oito (KEMI et al., 2002; KEMI et al., 2007) e dez semanas (KEMI
et al., 2004) de experimentacdo. Entretanto, ndo foram encontrados outros
estudos que observaram aumento da fracdo intersticial de colageno no
miocardio induzido pelo exercicio intervalado de alta intensidade em roedores

normais.

Alguns estudos mostram participacdo do sistema renina angiotensina
(SRA) na hipertrofia cardiaca induzida pelo exercicio fisico. Barauna et al.
(2008) observaram que treinamento resistido por 4 semanas implicou em
aumento de 56% na expressdo do receptor AT1. Ja Oliveira et al. (2009)
observaram o exercicio fisico aerobio inibiu a atividade da enzima conversora
de angiotensina (ECA) e atenuou a hipertrofia cardiaca e o bloqueio dos
receptores AT1 impediu totalmente a hipertrofia cardiaca nos grupos treinados.
Apesar de nao termos avaliado o SRA, podemos observar que este sistema
pode ter participacao direta na remodelacédo cardiaca induzida pelo treinamento
fisico.

bY

Além disso, respostas a angiotensina Il mediadas pelo receptor AT1
podem ser deletérias, tal como a ativacdo do sistema nervoso simpatico que
resulta em vasoconstriccdo e aumento da frequéncia cardiaca e forca de
contracdo ou contratilidade, bem como o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca e fibrose (DOSTAL, 2002; WAGENNAR et al.,2002). Assim, ja esta

claro na literatura que a angiotensina Il desempenha papel importante no
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desenvolvimento de fibrose cardiaca, por meio da ativacdo do TGF-B, inducéo
da proliferacéo de fibroblastos e deposicdo de colageno (REUDELHUBER et
al., 2007; FERNANDES; SOCI; OLIVEIRA, 2011). Portanto, acreditamos que o
aumento da fibrose intersticial em nosso trabalho possa estar relacionado a
ativacdo do SRA. Todavia, mais estudos devem ser realizados para esclarecer
0S mecanismos envolvidos das alteracdes miocardicas decorrentes da pratica

do exercicio aerébio intervalado de alta intensidade.

7. Concluséao

Em conclusédo, no contexto metabdlico, o exercicio fisico intervalado de
alta intensidade melhora a tolerdncia a glicemia e a insulina, porém a
suplementacdo com creatina reduz a tolerancia a insulina nos ratos
exercitados. Ja no contexto da remodelacdo cardiaca, o exercicio fisico
intervalado de alta intensidade promove hipertrofia de cardiomiécitos e fibrose
intersticial no miocardio de ratos, sem efeito significativo da suplementacao

com creatina.
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