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RESUMO

FERREIRA, L. G. Efeito da suplementagao a curto prazo de creatina sobre o
eixo GH-IGF-l, fungao neuromuscular e vias de sintese e degradacgao protéica
muscular em ratos. 2013. 105 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2013.

O ATP é a moeda corrente de energia no organismo, utilizado em diversos
processos celulares, e indispensavel para a manutengdo da homeostase celular.
Assim, mecanismos de regeneragédo do ATP, a partir de seu produto de hidrdlise — o
ADP — se fazem necessarios. A fosfocreatina (PCr) é a fonte mais rapida de
regeneracdo do mesmo, através da agdo da enzima creatina quinase (CK). Desta
forma, a principal fungcdo deste sistema € atuar como um tamp&o temporal de
energia. Entretanto, apos a identificagdo das diversas isoformas da CK com
localizagdo subcelular distinta e acopladas funcionalmente aos sitios geradores e
utilizadores de ATP, outras fungdes para o sistema PCr/CK foram estabelecidas.
Muitos estudos relatam efeito ergogénico da suplementagcdo de creatina (Cr) no
desempenho atlético e fungdo muscular, apesar de algumas investigagdes falharem
em demonstrar tais efeitos. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos
da suplementacdo de curto prazo com Cr sobre diversos parametros da funcao
muscular, investigando alteragdes celulares e moleculares que auxiliem na
compreensao de tais efeitos, como a morfologia do musculo esquelético, atividade
do eixo GH-IGF-I, vias de sinalizagdo que regulam a sintese e degradacéo protéica
muscular e potencial antioxidante. Para tanto, ratos Wistar (200-250 g) foram
suplementados com Cr (5g.kg de peso™.dia™, grupo Cr) ou agua (grupo controle) por
sonda intragastrica (gavagem) durante 6 dias. Parametros musculares como forgas
isotdnicas e tetanicas maximas, tempo para o pico de forga (TTP), tempo de
relaxamento muscular e fadiga durante contragbes de baixa (10Hz) e alta (100Hz)
frequéncia foram obtidos através da eletroestimulagdo do nervo ciatico. Além disso,
foi avaliado a expresséo génica (por Real Time PCR) e proteica (Western Blotting)
de componentes do eixo GH-IGF-I e da via de sinalizagdo do IGF-I no musculo
esquelético (via PI3K-Akt). Analises histologicas foram realizadas para a
mensuragao da area de seccéo transversa (AST) das fibras musculares, bem como
a distribuicdo dos tipos de fibra (através da técnica da miosina ATPase). Por fim,

mensurou-se o conteudo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no musculo



esquelético, a expressao e atividade de enzimas oxidantes e o potencial da Cr em
atuar como scavenger de EROs. A suplementagdo com Cr promoveu uma
atenuacgao da fadiga durante contragbes de baixa e alta frequéncia no triceps sural,
sb6leo e extensor longo dos dedos (EDL). Além disso, o tempo de relaxamento
muscular foi reduzido no grupo suplementado. A forca maxima, entretanto, nao foi
alterada. A expressao proteica do GH na hipofise dos animais suplementados
encontrou-se reduzida em relagdo ao controle, assim como a expressdo génica do
IGF-I hepatico, apesar de, na musculatura esquelética, esse fator de crescimento ter
sua expressdo aumentada. Houve aumento da AST nas fibras musculares tipo | no
séleo, bem como aumento no conteudo de fibras tipo Il neste musculo. O conteudo
de EROs no soleo e EDL mostrou-se reduzido no grupo Cr, apesar da expressao e
atividade das enzimas antioxidantes n&o terem sido alteradas. Ensaios cell free
apontam para uma acao direta da molécula de Cr sobre o radical superéxido. Assim,
os efeitos observados de atenuagdo da fadiga durante contragdes musculares
intensas e a reducdo do tempo de relaxamento podem se dever a uma acgao
antioxidante da Cr, e muito se assemelha a resposta observada quando animais séo

tratados com N-acetil-cisteina, um potente antioxidante.

Palavras-chave: Creatina. Musculo esquelético. Funcdo neuromuscular. Espécies
reativas de oxigénio. Hormdnio do crescimento. Fator de crescimento semelhante a
insulina.



ABSTRACT

FERREIRA, L. G. Effects of short-term creatine supplementation upon GH-IGF-I
axis, neuromuscular function and muscular protein synthesis and degradation
pathways in rats. 2013. 105 p. Ph. D. Thesis (Human Physiology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The ATP is the energy unit of currency in the body, that is used in many cellular
processes and it is indispensable for the maintenance of cellular homeostasis. Thus,
the mechanisms of ATP regeneration from its hydrolysis product - ADP — are
essential. Phosphocreatine (PCr) is known to be the fastest source for ATP
regeneration, catalized by creatine kinase (CK). The main function of this system is
to act as a temporal energy buffer. However, several other functions were assigned
to PCr when different isoforms of CK were discovered, with distinct subcellular
localization and functionally coupled with ATP generating and utilization sites.
Several studies demonstrated an ergogenic effect of creatine (Cr) supplementation
on athletic performance and muscular function, despite others did not corroborate
this findings. This study aims to evaluate the effects of short-term Cr supplementation
upon muscular functional parameters and cellular and molecular alterations that
could explain such effects, such as skeletal muscle morphology, GH-IGF-I axis
activity, protein synthesis and degradation signalling pathways and antioxidant
potential in skeletal muscle. Wistar male rats (200 - 250 g) were supplemented with
Cr (5g.kg body weight”.day™, Cr group) or water (control group) by gavage for 6
days. Functional parameters such as isotonic and tetanic force, time to peak of force
(TTP), muscle relaxation time and fatigue during intense muscular contractions in low
(10Hz) and high (100Hz) frequencies were obtained by direct electrostimulation of
sciatic nerve. Gene and protein expression of GH-IGF-I axis and PI3K-Akt pathway
were ebaluated by Real Time PCR and Western Blotting, respectivelly. Hystological
analysis (myosin ATPase) were carried out to measurement of fiber cross-sectional
area (CSA) and fyber type distribution. Also, oxigen reactive species (ROS) content
in skeletal muscle, gene expression and activity of antioxidant enzymes and Cr
scavenger action on ROS were evaluated. Cr supplementation promoted an
anettuation of muscle fatigue diring intense contractions at low and high frequencies
in triceps surae, soleus and EDL. The relaxation time was reduced in Cr group



compared to control. However, the maximum force was not stimulated by Cr
supplementation. GH protein expression was reduced in supplemented animals, as
well as IGF-I mRNA in the liver, but not in muscle, where its expression was
stimulated by Cr. The fiber CSA in type | fibers of soleus muscle was greater in Cr
group, and also the type Il fiber content in the same muscle. In soleus and EDL the
content of ROS was lower in Cr-supplemented animals compared to control, despite
no alteration in gene expression and activity of antioxidant enzymes. Cell free
experiments show a direct scavenger action of Cr on superoxide anion. Thus, the
fatigue attenuation during intense contractions and the reduction of relaxation time
observed in Cr-supplemented animals could result from a antioxidant properties of
Cr. These effects was similar to that observed when N-Acetyl-Cysteine (a potent

antioxant) was administered to adult rats prior to intense contractile activity.

Key words: Creatine. Skeletal muscle. Neuromuscular function. Reactive oxygen
species. Growth hormone. Insulin-like growth factor.



1 INTRODUGAO
1.1 CREATINA

1.1.1 O sistema da fosfocreatina

A contracdo muscular é reconhecida ha muito tempo como um processo que depende da
energia derivada de reagdes quimicas na célula. Fletcher e Hopkins, em 1907, verificaram que os
niveis de lactato no musculo esquelético aumentavam a medida que estes eram estimulados até a
fadiga (FLETCHER; HOPKINS, 1907 ' apud BESSMAN; GEIGER, 1981). Posteriormente, foi
demonstrado que o lactato era proveniente do glicogénio muscular, que fornece a energia necessaria

para o trabalho contratil.

Mais tarde, em 1927, a fosfocreatina (PCr) foi identificada como constituinte
do tecido muscular (EGGLETON; EGGLETON, 1927a; 1927b; FISKE e
SUBBAROW, 1927). Lipmann e Meyerhof (1930% apud BESSMAN; GEIGER, 1981)
demonstraram que a hidrélise da PCr ocorre durante a contragdo muscular, havendo
a liberagdo de creatina livre (Cr). Neste momento, atribuiu-se a PCr o papel de
molécula capaz de prover a energia quimica para a contragdo. Ao ATP, descoberto
pouco tempo depois, foi atribuida a fungado de regenerar a PCr, através da doagéao
de um grupamento fosfato, via agdo da enzima creatina quinase (CK, Modelo |,
Figura 1A).

"Em FLETCHER, W. M.; HOPKINS, F. G. J. Physiol., v. 35, p. 247, 1907.
> Em LIPMANN, F.; MEYERHOF, O. Biochem. Z., v. 227, p. 84, 1930.



Figura 1 - Representacao dos diferentes modelos atribuidos ao sistema PCr/CK ao
longo dos anos.
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Em 1962, Cain e Davies, ao inibirem a CK com fluorodinitrobenzeno,
verificaram que os niveis de PCr e Cr permaneciam constantes enquanto que os de
ATP diminuiam rapidamente até que as contragbes musculares ndo mais podiam
ocorrer. Além disso, foi demonstrado que a actomiosina s6 era capaz de se contrair
com a adicdo de ATP (ENGLEHARDT; LJUBIMOVA, 1939). Esses achados levaram
a constatacao de que o ATP era o elemento essencial para o processo contratil, mas
gque a sua ressintese estava vinculada a sintese de PCr, que passou a ser
considerada um tampao, cuja principal fungéo seria a de regenerar o ATP (Modelo I,
Figura 1B e equagéao 1).

MgADP™ + PCr* + H" < MgATP? + Cr Equacgao (1)

A chamada carga energética celular, proposta por Atkinson (1977), serve
como um indicador do estado energético da célula, sendo influenciada pelos niveis
de nucleotideos de adenina. Uma vez que a razdo entre as concentragdes locais de
ATP, ADP e AMP s&o reguladores-chave de muitos processos metabdlicos celulares
(ATKINSON, 1977; HARDIE, 2008), o simples aumento das concentracoes
intracelulares de ATP para estocagem de energia n&o seria uma estratégia eficiente,
sendo necessarios mecanismos capazes de regenerar o ATP, tornando-o disponivel
nos sitios utilizadores de energia na célula. Assim estabeleceu-se a primeira e mais
conhecida fung¢ao da fosfocreatina: promover a rapida ressintese de ATP, quando
a taxa de utilizagdo deste excede sua capacidade de geragdo por outras vias
metabdlicas. Isto se faz importante, uma vez que dentre os sistemas energéticos, a
hidrélise da PCr é responsavel pela maior taxa de geragdo de ATP (30 umol.s™.g™),
muito superior & gerada através da respiracdo mitocondrial (2,5 umol.s™.g™”;
WALLIMANN et al.,, 1992). Esta fungcdo mostra-se importante especialmente em
fibras de contracdo rapida (tipo Il, glicoliticas), no inicio da atividade contratil em
ritmo estavel (steady state) ou durante contragdes intensas.

Como apresentado na equacéao 1, a reacado da CK, no sentido de utilizacdo de
PCr e geracdo de ATP, utiliza, além do ADP, proton H+. Em contrapartida, a
hidrélise do ATP gera protons H+. Desta forma, no inicio das contragdes intensas,
onde a hidrdlise do ATP é intensa, o acoplamento entre as reacdes das ATPases e
da CK pode prevenir a acidificagdo intracelular. Esta segunda funcdo do sistema
CK/PCr, de tamponar protons H+, parece de fundamental importancia



especialmente no inicio do exercicio intenso, antes de as reag¢des da glicogendlise
serem ativadas (WALLIMANN et al., 1992).

1.1.1.2 O surgimento da teoria da “langadeira de fosfocreatina”

Na ocasidao em que Cain e Davies (1962) publicaram seu estudo, acreditava-
se na teoria da distribuicdo homogénea do ATP no citoplasma, alcangando todos os
sitios de utilizacdo por rapida difusdo. A PCr, restava a funcdo de armazenamento
energético, ou tampéao temporal de energia. Na década de 70 surgiram, entdo, novas
evidéncias sugerindo outras fungdes para este metabdlito. Demonstrou-se que, no
musculo esquelético, apds cerca de 1 minuto da indugdo de isquemia, ocorria
interrupcdo da contragcdo muscular, apesar dos niveis intracelulares de ATP
apresentarem-se diminuidos em somente cerca de 10%. Ainda, foi observado que
nessa condicdo a PCr apresentou-se quase que completamente exaurida
(GUDBJARNASON et al., 1970). Estudos posteriores demonstraram que no musculo
cardiaco submetido a hipoxia ou tratamento com deoxiglicose onde, apesar da
deplegcdo de aproximadamente 70% do ATP citoplasmatico, ndo foi verificado
prejuizo significante da fungao contratil (HOERTER et al., 1988; KUPRIYANOQV et al.,
1987; NEELY; GROTYOHANN, 1984). Estes dados sugerem que o ATP intracelular
pode ndo estar homogeneamente distribuido pelo citoplasma ou ser capaz de se
difundir de forma rapida e eficiente.

Ja havia sido descrito, no momento, a presenca de quatro diferentes
isoformas de CK com localizagdes subcelulares distintas: as isoformas CK-M e CK-B
(de muscle e brain, devido aos tecidos em que foram identificadas pela primeira vez)
e duas mitocondriais (CKmit sarcomérica, encontrada no musculo, e CKmit ubiqua,
no restante dos tecidos). /In vivo, as isoformas citosélicas se combinam em dimeros,
formando a CK-BB, CK-MB e CK-MM, sendo esta ultima a predominante no musculo
esquelético (JACOBS et al., 1964). Estes achados, somados aos primeiros
experimentos que demonstraram que o suprimento com Cr promovia um estimulo a
respiracdo mitocondrial mostraram que o compartimento mitocondrial e o
citoplasmatico eram interconectados por um sistema organizado de transferéncia de
energia, constituido de diferentes isoformas da CK. Assim, fundaram-se as bases da
chamada teoria da “lancadeira de fosfocreatina”, proposta formalmente por Bessman
em 1972.



Neste modelo (Modelo lll, Figura 1C), o fosfato de alta energia é transferido
do ATP formado no processo de fosforilagdo oxidativa na mitocdndria (sitio de
produgcédo de ATP) para a Cr, via CK mitocondrial (CKmit), gerando PCr e ADP. A
PCr se difunde para o citoplasma onde, via agao das isoformas citosdlicas de CK
(CK-BB, CK-MB e CK-MM), gera ATP e Cr. O ATP é ent&o utilizado pelas ATPases
citosdlicas (sitios de utilizacdo de ATP) enquanto que a Cr retorna para o interior da
mitocéndria. A membrana mitocondrial possui uma permeabilidade muito maior a Cr
gue aos nucleotideos de adenina, além dela estar presente em niveis mais altos no
meio intracelular. O sistema de “lancadeira” permite a fosfocreatina desempenhar
outra fungdo: participar da transferéncia do fosfato de alta energia, presente no
ATP, da mitocéndria para o citossol (BESSMAN; GEIGER, 1981; WALLIMANN et
al., 1992).

A atividade contratil envolve dois eventos principais: modificacbes ibnicas,
especialmente nas concentragdes intracelulares de calcio, e a ativagao da miosina
ATPase. Estes eventos formam um sistema de transdugdo quimico-mecanica, que
leva ao processo de excitacdo-contragdo, em que a despolarizacdo da membrana
desencadeia o influxo de calcio. Assim, mais calcio €& liberado do reticulo
sarcoplasmatico, levando a ativagdo da miosina ATPase e desencadeando o
processo de contragdao muscular. O processo de relaxamento necessita da ativacao
de Ca®"-ATPases do reticulo sarcoplasmatico, que resulta no bombeamento deste
ion para o interior do reticulo e no restauro dos niveis basais de calcio intracelular.
Desta forma, as principais reagdes quimicas que utilizam ATP, no musculo
esquelético e cardiaco, estdo associadas ao acoplamento excitagdo-contracio: a
miosina ATPase nas miofibrilas, a Ca**-ATPase no reticulo sarcoplasmatico e a
Na'/K*-ATPase no sarcolema. Foi demonstrado que a CK encontra-se localizada
nestes sitios, acoplada funcionalmente a estas ATPases (WALLIMANN et al., 1992).
Assim, é possivel notar que a localizagdo das isoformas da CK & de fundamental
importancia para que o sistema funcione de forma adequada, ou seja, para que o
ATP produzido na mitocondria seja efetivamente utilizado pelas ATPases
citossolicas.

Quando ADP se acumula na célula, como resultado do aumento da taxa de
hidrolise do ATP, ocorre a ativagdo da enzima Adenilato Quinase (AK), que catalisa
a reacao de formacao de ATP e AMP a partir de duas moléculas de ADP. O AMP

pode ser convertido em IMP e amoénia e, posteriormente, inosina e adenosina, as



quais o sarcolema apresenta grande permeabilidade (JENNINGS et al., 1981). Uma
vez que a CK recicla o ATP a partir do ADP, ela evita que este se acumule na célula
e, em Ultima instancia, impede a perda de nucleotideos de adenina da célula,
mantendo, assim, o pool intracelular destes compostos (BESSMAN; GEIGER, 1981;
WALLIMANN et al., 1992). Além disso, através da acdo da CKmit, mantém niveis
adequados de ADP no interior da mitocondria, possibilitando que este possa atuar
de forma importante na regulagdo da respiragdo mitocondrial. De forma contraria,
através da acado das CK citosdlicas, a inativagcao das ATPases por niveis
elevados de ADP livre é impedida, uma vez que este € convertido a ATP a partir
da PCr (WALLIMANN et al., 1992).

1.1.3 Metabolismo da creatina

A creatina (Cr) € um composto que contém carbono, hidrogénio e nitrogénio,
sintetizado nos rins, pancreas e figado (neste ultimo principalmente) a partir de trés
aminoacidos: glicina, arginina e metionina (PERSKY et al., 2003). Sua biossintese
envolve a acédo de duas enzimas, a arginina:glicina amidinotransferase (AGAT) e a
guanidinoacetato metiltransferase (GAMT).

Diariamente, aproximadamente 2 g de Cr sdo convertidos, através de reagao
nao-enzimatica, em creatinina, que atravessa livremente a membrana celular sendo
posteriormente excretada pelos rins (GREENHAFF, 1997; WYSS; KADDURAH-
DAOUK, 2000). A reposicéo dos estoques se da tanto por sintese enddégena quanto
pela ingestdo na dieta onivora tipica. Os estoques intracelulares de Cr total sédo
cerca de 120-125 mmol/kg de peso seco, resultando em cerca de 120 g para um
individuo de 70 kg, sendo 95% deste valor encontrado no musculo esquelético
(PERSKY et al., 2003). Um resumo do metabolismo da creatina esta exposto na
figura 2.



Figura 2 - Metabolismo da Creatina
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Fonte: Modificado de Wyss e Kaddurah-Daouk (2000) e Persky et al. (2003).

Harris et al. (1974) mensuraram as concentragées de Cr e PCr no musculo
quadriceps de adultos saudaveis e verificaram que dos estoques totais de Cr,
aproximadamente 40% encontra-se na forma livre, e 60% na forma de PCr (49,0
mmol.kg" e 75,5 mmol.kg™, respectivamente). Posteriormente, Tesch et al. (1989)
demonstraram que os niveis de fosfocreatina de repouso nas fibras tipo Il eram
superiores aquelas encontradas na fibras tipo | (82,7 mmol.kg” e 73,1 mmol.kg™,
respectivamente). Além disso, apos 30 segundos de exercicio maximo, verificaram
que os niveis de Cr nas fibras tipo |l encontravam-se significativamente menores que
nas do tipo I, confirmando a maior dependéncia a este sistema por fibras glicoliticas,
e em exercicio de alta intensidade.

No que diz respeito ao musculo cardiaco, este possui menor atividade total da
CK e menores niveis de PCr que musculos esqueléticos. Entretanto, possui alta
estabilidade metabdlica, com pouquissimas variacdes nos niveis de ATP e PCr
mesmo durante trabalho intenso do miocardio. De forma contraria, os musculos
glicoliticos possuem maiores valores de atividade total da CK (300 a 700% mais que

a verificada no miocardio) e niveis de PCr (300 a 400%), apesar de apresentarem



praticamente nenhuma estabilidade metabdlica, apresentando rapida diminuigao dos
niveis de PCr durante o exercicio intenso, 0 que causa um prejuizo notavel na
performance, devido a fadiga (VENTURA-CLAPIER et al., 1998; KUSHMERICK et
al., 1992). Musculos oxidativos como o s6leo possuem niveis intermediarios no que
diz respeito a estes fatores (SAKS et al., 2004).

Estas diferengas ocorrem devido a organizagao estrutural e funcional distinta
nos diferentes tipos de musculos. Enquanto que musculos com predominancia de
fibras glicoliticas possuem poucas mitocdndrias (apenas cerca de 2% do volume
celular), atividade quase nula da isoforma mitocondrial da CK (CKmit) e alta
atividade da CK citosélica em especial da isoforma CK-MM, o miocardio possui alta
densidade mitocondrial (30 a 40% do volume celular; SCHAPER et al., 1985) e alta
atividade da CKmit (cerca de 40% da atividade total da CK; SAKS et al., 2004) que
esta acoplada funcionalmente a translocase de adenina nucleotideos (ANT). No
miocardio, e em algum grau significativo também em musculos esqueléticos de
predominéncia oxidativa, as mitocdndrias se organizam em complexos funcionais
com o reticulo sarcoplasmatico e os sarcédmeros, nas chamadas Unidades
Energéticas Intracelulares (ICEUs — Intracellular Energetic Units; APAIX et al., 2003;
SAKS et al., 2004). Nestes complexos, a comunicagao entre o sitio produtor de ATP
— mitocondria — e os sitios utilizadores do mesmo, no citossol, é feita através de
sistemas de transferéncia de energia, como o sistema de “lancadeira de
fosfocreatina” citado anteriormente. Trata-se de um sistema funcional de
organizagcdo espacial que confere uma alta eficiéncia metabdlica, simplesmente
colocando “a enzima certa no local certo” (SAKS et al., 2004).

A figura 3 ilustra as fungdes principais que desempenham a CK e a PCr nos
diferentes tipos de fibras musculares. Nas fibras glicoliticas (A), onde a principal via
de geracédo de ATP é a via glicolitica, a CK encontra-se acoplada funcionalmente a
glicdlise. A alta expressdo da CK-MM, sua localizagdo junto a banda M do
sarcOmero, a baixa expressao da CKmit e o alto conteudo de PCr apontam para
uma fungdo primaria de tampdo temporal de energia nestes tipos de fibras
musculares (WALLIMANN et al., 1992). Em contrapartida, nas fibras oxidativas e,
em especial, no miocardio (B), onde o ATP é gerado primariamente pela via
oxidativa, ha uma alta expressdo da CKmit que €& funcionalmente acoplada a
geracdo de ATP mitocondrial. Nestas fibras, a fungédo principal seria a de tampao
espacial de energia (SAKS et al., 2004; WALLIMANN et al., 1992).



Foi demonstrado que a suplementacdo com creatina monohidratada
proporciona uma melhoria significativa em atividades de alta intensidade, ao
aumentar os niveis intramusculares de Cr total (TCr) para cerca de 145 a 160
mmol/kg de peso seco (GREENHAFF et al., 1994), bem como proporcionar um
aumento da ressintese PCr durante a recuperacédo (WILLIAMS et al., 2000). A
melhoria do desempenho é tanto maior quanto for o aumento destes niveis, ou seja,
quanto maior for a diferenca pré/pos-suplementacdo (GREENHAFF et al., 1994), o
que explica o maior efeito ergogénico verificado em individuos vegetarianos, que
ndao consomem Cr na dieta (BURKE et al., 2003; LUKASZUK et al., 2002). Além da
utilizacdo no meio esportivo, com vistas a melhoria do desempenho, a
suplementacao de Cr tem se mostrado com grande relevancia clinica, auxiliando o
tratamento de doengas como artrite, insuficiéncia cardiaca congestiva, distrofia
muscular (sindrome muscular de Duchenne), doenga de McArdle, doencgas

mitocondriais e doengas neuroldgicas (PERSKY et al., 2003).



Figura 3 - Representagdo esquematica das principais fungdes do sistema PCr/CK
nos diferentes tipos de fibras musculares.
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1.1.4 Efeito da suplementacdao de creatina sobre o desempenho e fungao

contratil

Exercicios de alta intensidade e curta duragdo dependem em grande parte do
sistema da fosfocreatina para a geragdo de ATP (GREENHAFF, 1997; WILLIAMS,
2000). Sua bem conhecida fungdo de tamp&o energético temporal estimulou o
desenvolvimento de estudos avaliando os efeitos da suplementacéo de Cr sobre o
conteudo intramuscular deste metabdlito e consequente impacto sobre o
desempenho nestes tipos de atividade. De fato, conforme citado anteriormente, a
suplementacao oral de Cr & eficaz em promover um aumento intramuscular de Cr
total (Cr livre e PCr) de cerca de 20% (OP'T EIJNDE et al., 2001). Os primeiros
estudos utilizaram atividade de alta-intensidade em cicloergbmetro por 10 a 30 s e
demonstraram melhora da poténcia desenvolvida (BIRCH et al., 1994; CASEYet al.,
1996; GREENHAFF et al., 1996).

Posteriormente, Volek et al. (1999) utilizaram 19 individuos saudaveis e os
submeteram de forma randomizada a um protocolo de treinamento de for¢a por 12
semanas com ou sem a suplementagdo de Cr. O grupo suplementado apresentou
maiores aumentos de forca em membros superiores (16 % vs 24%) e inferiores
(24% e 32%). Além disso, a suplementagdo de Cr promoveu maiores aumentos na
area de seccao transversa em todos os tipos de fibras musculares (I, lla e llab).
Outros estudos corroboraram estes achados, indicando que a suplementagao de Cr
poderia ser uma estratégia favoravel para maximizar os ganhos de forga e hipertrofia
musculares em resposta ao treinamento (BECQUE et al., 2000; IZQUIERDO et al.,
2002; JACOBS et al., 1997; KREIDER et al., 1998; MUJIKA et al., 2000; PEARSON
et al., 1999; VANDENBERGHE et al., 1997; VOLEK et al., 1997;). Em contrapartida,
outros estudos falharam em demonstrar efeitos ergogénicos da suplementacéo de
Cr em humanos (BIWER et al., 2001; BURKE et al., 1996; DELECLUSE et al., 2003;
FINN et al., 2001; FRANCAUX; POORTMANS, 1999; GILLIAM et al., 2000; SNOW
et al., 1998; WILDER et al., 2001).

Além de seus possiveis efeitos sobre a funcao contratil, a suplementacao de
Cr pode oferecer outros efeitos terapéuticos para o tratamento de disturbios
neuromusculares, neuroldgicos e metabdlicos, dentre eles: aumento da ativagdo de
células satélites (OLSEN et al., 2006), aumento da expressédo do transportador de
glicose GLUT-4 (JU et al, 2004; OP 'T EIUNDE et al., 2001), aumento da expressao



do fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) (DELDICQUE et al., 2005).
Além disso, sdo relatados também efeitos antioxidante (LAWLER et al., 2006;
MATTHEWS et al., 1998; SESTILI et al., 2006) e neuroprotetor da suplementacéo de
Cr (YANG et al., 2009). Algumas destas agdes serdo discutidas em detalhes

posteriormente.

1.1.5 Creatina e estresse oxidativo

Além de sua utilizacdo no meio desportivo, a suplementagdo de Cr tem se
mostrado uma estratégia benéfica no tratamento de algumas doencas crbnicas
como artrite, insuficiéncia cardiaca, distrofia muscular, doenca de McArdle, doencas
mitocondriais a disturbios neurolégicos (revisado por PERSKY et al.,, 2003 e
TARNOPOLSKY, 2011). A maior parte destas doengas envolve um aumento do
conteudo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como anion superoxido,
hidroxido de hidrogénio e radical hidroxil.

A producdo de EROs pode exercer importantes fungbes no controle do
metabolismo celular, como, por exemplo, promover adaptacdes favoraveis sobre o
metabolismo lipidico e glicolitico em resposta ao treinamento fisico (ADHIHETTY et
al., 2003; PINHEIRO et al., 2010; SILVEIRA et al., 2006). Entretanto, o conteudo
elevado e constante de EROs no musculo esquelético é toxico, infligindo dano
celular e prejuizo no processo regenerativo (ROCHARD et al., 2000; SESTILI et al.,
2009). Desta forma, o controle adequado da producéo e inativagdo de EROs se faz
importante.

Matthews et al. (1998) demonstraram pela primeira vez que a suplementagao
com Cr atenua a geragdo de radical hidroxil e peroxinitrito em ratos submetidos a
administragao crénica de acido nitropropidnico, um modelo animal de doenca de
Huntington. Curiosamente, quando o N-acetil-cisteina (NAC), um potente
antioxidante, foi utilizado neste modelo, os resultados foram similares (FONTAINE et
al., 2000).

Lawler et al. (2002) utilizaram um sistema cell-free para demonstrar uma
possivel agdo scavenger da Cr em diversas espécies reativas. Os autores sugeriram
gque a acado antioxidante da Cr poderia ser responsavel por parte dos efeitos
ergogénicos da suplementagdo de Cr em atletas, como reducéo da fadiga muscular.
Posteriormente, Sestili et al. (2006) utilizaram diferentes linhagens celulares, todas



expressando o transportador de Cr, tratando-as com diferentes agentes geradores
de espécies reativas (H2O., tert-butil-hidroperdxido - tBOOH e peroxidonitrito). Tais
agentes promoveram citotoxidade de moderada a severa. A pré-incubagdo com
diferentes concentragbes de Cr (0,1 a 10 mM) exerceu uma agdo citoprotetora
moderada, porém significante, de forma dose-dependente. Efeitos antioxidantes da
suplementacdo de Cr na musculatura esquelética em condi¢des in vivo, entretanto,

ainda nao haviam sido demonstradas.

1.2 O EIXO GH-IGF-I

1.2.1 Hormonio do crescimento

A secrecado de horménios da hipodfise anterior (adenohipofise) € controlada
pela producgao hipotaldmica de horménios liberadores e inibidores. No caso do GH, o
hipotalamo produz GHRH (horménio liberador de horménio do crescimento), que
chega a hipdfise através de uma rede capilar que atravessa a eminéncia média e
alcanca a hipodfise (NUNES, 2008). O GHRH liga-se a seu receptor na membrana
dos somatotrofos, o que induz a sintese e secregdo de GH (LARSEN et al., 2002;
LAYCOCK; WISE, 1996). A somatostatina produzida pelo hipotalamo promove uma
acao inibitéria sobre a secrecdo de GH, enquanto que a grelina produzida no
estbmago e também no hipotalamo estimula a secre¢cdo do horménio. O GH é
secretado de forma pulsatil, com pulsos ocorrendo a cada 2 ou 3 horas e variando
em amplitude. Os maiores pulsos ocorrem durante a noite, sendo associados com o
estagio IV do sono, tipicamente nas fases iniciais do ciclo de sono (HARTMAN et al.,
1991; MAHESHWARI et al., 2002; WINER et al., 1990).

A principal isoforma de GH produzida pelos somatotrofos na adeno-hipofise é
uma proteina de cadeia simples que, em humanos, consiste de 191 aminoacidos
(BAUMANN, 1991). E sintetizado principalmente na forma de 22 kDa, mas outras
isoformas, menos abundantes, também sao expressas, como a de 20 kDa que
representa aproximadamente de 5 a 10% da concentracéo total do GH (BAUMANN,
1991). Inicialmente € produzia uma molécula precursora de 27 kDa que é clivada a
forma final, e entdo armazenada em vesiculas no interior dos somatotrofos para
secregao posterior (LAYCOCK; WISE, 1996).



A agao do GH inicia-se com a ligagao a seu receptor (GHR) nos tecidos-alvo.
O GHR pertence a superfamilia classe | dos receptores de citocina (BROOKS;
WATERS, 2010), sendo particularmente abundante no figado, mas também
expresso em outros tecidos de forma ubiqua (MERTANI et al., 1995). O GH atua
especialmente através da via da JAK-STAT, apesar de outras vias também serem
ativadas pelo horménio (BROOKS et al., 1989; LANNING; CARTER-SU, 2006).

As principais a¢des do GH dizem respeito a promogao do crescimento linear e
regulacdo do metabolismo. Seus efeitos sobre o crescimento se ddo especialmente
pelo estimulo da sintese protéica, ocorrendo através do estimulo a producdo de
fatores de crescimento, dentre os quais o IGF-I. Estes sdo produzidos pelos tecidos-
alvo, como 0sso e musculo, bem como pelo figado, sendo este tecido o responsavel
pela secrecao e elevagao da concentracido sistémica destes fatores de crescimento
(LARSEN et al., 2002; NUNES, 2008). Apesar de aparentemente menos importante
para o crescimento muscular, o GH exerce também acgao direta sobre a sintese
protéica muscular. A figura 4 resume as agdes e os mecanismos regulatorios sobre
o GH.



Figura 4 - Representagcédo do controle da secrecdo de GH e seus principais tecidos-
alvo.
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1.2.2 Fator de crescimento semelhante a insulina |

Camundongos transgénicos que super-expressam IGF-I apresentam
hipertrofia muscular, atenuacédo da atrofia relacionada a idade e melhoria da forga
muscular (BARTON-DAVIS et al., 1998; FIOROTO et al., 2003). Um mecanismo
envolvido parece ser o aumento da replicagdo das células satélites e,
consequentemente, do numero de mionucleos, evidenciado pelo aumento do
conteudo total de DNA (FIOROTO et al., 2003). Desta forma, esta bem estabelecido
que este hormdnio exerce acdo anabdlica no musculo esquelético, levando a

hipertrofia das fibras musculares.



Foi demonstrado que a hipertrofia de miotubulos in vitro induzida por IGF-1
depende da via de sinalizacao celular iniciada pela PI3K e Akt, que leva a ativacao
da mTOR. Alvos desta proteina sdo a p70s6k e a 4E-BP1, envolvidas na etapa de
iniciacdo da tradugéo. Desta forma, este hormdnio promove a sintese protéica, ao
estimular o inicio da tradugdo. Rapamicina, um inibidor seletivo da mTOR, bloqueou
a hipertrofia e todos os modelos experimentais testados, sem causar atrofia em
musculos controle. Em contrapartida, a inibicdo da via da calcineurina nao bloqueou
a hipertrofia nestes modelos (BODINE et al., 2001). Além de ativar a mTOR, o IGF-I,
bem como a insulina, também ativam a via da MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgenos), conforme ilustrado na figura 3.

A administracdo de IGF-I a animais em jejum provocou a inibicdo da
expressao de proteinas envolvidas na protedlise dependente de proteassoma, que
se mostrou elevada nos animais nao tratados. Além disso, a adigdo deste horménio
inibiu a expressdo destas proteinas também em células musculares em cultura
submetidas a altas doses de glicocorticoides (DEHOUX et al., 2004). Assim, o IGF-I,
além de seus efeitos anabdlicos, atua também inibindo o processo de degradagao
protéica, via sistema ubiquitina-proteassoma, uma vez que a Akt modula a
transcricdo de ubiquitinas-ligases ao regular a translocagao nuclear dos fatores de
transcricdo FoxO1 e FoxO3. Quando fosforilado pela Akt, as proteinas FoxO ficam
retidas no citosol, permanecendo incapazes de estimular a transcricdo de atrogin-1 e
MuRF1, que sao proteinas-chave no processo de protedlise dependente de
proteassoma (FAVIER et al., 2008).

O IGF-I é produzido por diversos tecidos, em especial pelo figado e musculo
esquelético, e é importante para o desenvolvimento tanto embrionario quanto pods-
natal (BAKER et al., 1993). O IGF-1 é capaz de estimular a proliferagéo,
diferenciagao e fusdo das células satélites, apresentando-se assim possivelmente
como um importante mediador da resposta ao treinamento de forga. De fato, a
expressdo génica do IGF-1 se relaciona com a hipertrofia das fibras musculares
(ADAMS; HADDAD, 1996) e se mostrou elevada 48 horas ap6s uma sesséo de
treinamento de for¢ca para membros inferiores (BAMMAN et al., 2001).

Mais recentemente, foi identificada uma isoforma expressa pelo musculo
esquelético, processada através de splicing alternativo do gene do IGF-I. Esta
isoforma, denominada de MGF (mechano growth factor) € expressa quando o
musculo é submetido a sobrecarga (GOLDSPINK, 2003), ou seja, € regulada por



sinais mecanicos. A isoforma hepatica, que também €& produzida pelo musculo, é
denominada IGF-1Ea (GOLDSPINK et al., 2006).

Apesar de o aumento da do IGF-1 no musculo esquelético ser suficiente para
promover a hipertrofia (ADAMS; McCUE, 1998; MUSARO et al.,, 2001), o IGF-I
proveniente do figado ndo parece ser determinante para a hipertrofia muscular,
como demonstrado por Yakar et al. (1999). Estes autores utilizaram camundongos
transgénicos que n&o expressavam IGF-lI hepatico e, apesar da concentragéo
plasmatica bastante reduzida desse horménio, ndo tiveram prejuizo no crescimento.
Goldberg (1967) também ja havia demonstrado que a hipertrofia muscular em
resposta a tenotomia de musculos agonistas (modelo de hipertrofia compensatoria)
ocorria mesmo em animais hipofisectomizados que, desta forma, ndo produziam
GH. E ainda, foi demonstrado que a administracdo de GH e/ou IGF-I ndo parece ser
um estimulo eficaz para o aumento de massa muscular na auséncia de sobrecarga
mecanica (ALLEN at al., 1997; RENNIE, 2003; DOESSING et al., 2009).

A ligacédo do IGF-l a seu receptor resulta no recrutamento do substrato do
receptor de insulina (IRS-1), na ativagdo da proteina quinase dependente de
fosfatidil-inositol (PI3K) e, finalmente, da Akt (também chamada de PKB). A ativacao
da via intracelular da PI3K-Akt leva ao estimulo da sintese proteica e reducédo da
protedlise no musculo esquelético através das proteinas mTOR e FoxO,
respectivamente (figura 5). Estas vias de sinalizagédo serdo discutidas com maiores
detalhes na sequéncia.



Figura 5 - Representagao da vias sinalizagdo desencadeadas pelo IGF-1 relevantes
para o estimulo da sintese e inibicdo da degragao proteica.

& ==

LB
900 900 10000000000(.000000000000000/1000000000000000600060 1000000000000 000000000000000000006660606

il WIWHW:}

%o @ Pl(a.a.w o‘m
y T <’
|

(eF2 |  [prosex |  [ae-8p1]

== mmmm -

Sintese Proteica )
Nicleo .- Degradacdo Proteica

Proteinas que induzem a hipertrofia muscular sdo mostradas em verde, enquanto que as que
inibibem a hipertrofia ou indizem a atrofia muscular sdo mostradas em vermelho.

1.3 PLASTICIDADE MUSCULAR-ESQUELETICA

O musculo esquelético tem sua forma e funcdo alteradas em resposta a
diversos estimulos que modificam a atividade contratil (exercicio, estimulagao
elétrica, desnervagdo), carga imposta sobre os musculos (exercicios com
sobrecarga, microgravidade), suprimento de substratos (intervencdes nutricionais)
ou fatores externos como hipoxia e estresse térmico (FLUCK & HOPPELER, 2003).
Os avangos nas técnicas de biologia molecular tém permitido a melhor compreensao
dos mecanismos celulares e moleculares da plasticidade muscular, ou seja, de como

este tecido se adapta as diferentes demandas impostas a ele (GOLDSPINK, 2003).



1.3.1 Controle traducional da sintese protéica

A modificacdo no conteudo protéico e na constituicdo de diferentes isoformas
de proteinas musculares durante um evento adaptativo pode ser controlado por
intervengdes em varios niveis, desde o DNA, até os produtos da traducdo do mRNA,
as proteinas. O ganho ou perda de proteinas no musculo esquelético € determinado
pelo balango entre dois processos opostos: sintese e degradagao protéica.

Dentre as etapas da sintese protéica, um passo fundamental é a tradugao do
mMmRNA em proteina. Este € um processo complexo que se divide em trés etapas: a)
iniciacdo, na qual o metionil-tRNA iniciador (met-tRNAi - RNA transportador
contendo o primeiro aminoacido, Metionina, da cadeia polipeptidica a ser formada) e
o mMRNA sao ligados as subunidades ribossomais 40S e 60S; b) alongamento, o
passo no qual os aminoacidos s&o incorporados a cadeia peptidica nascente; e c)
terminagdo, quando o peptideo completo € liberado do ribossomo. Estas etapas
dependem de proteinas conhecidas como fatores de iniciagdo eucarioticos (elFs),
fatores de alongamento e fatores de liberagdo (JEFFERSON et al., 2001; KIMBALL
et al., 2002).

A iniciacido da traducdo € um processo que envolve a interacdo de ao menos
12 fatores de iniciagdo, met-RNAi, mRNA, subunidades ribossomais e nucleotideos
ATP e GTP (figura 6). De todos os passos da iniciagcdo, dois s&o regulados de forma
especialmente importante. O primeiro € a ligacdo do met-tRNAi a subunidade
ribossomal 40S, que € mediada pelo elF2 e regulada por modificagdes na atividade
de troca de guanina-nucleotideo da elF2B. O segundo passo regulatério € a ligagao
do mRNA a subunidade 40S e envolve proteinas elF4. Grau de fosforilacdo de
fatores como elF4E, elF4G e 4E-BP1 regulam esta etapa da iniciagéo.
(JEFFERSON et al., 2001).



Figura 6 - Etapas do inicio da tradugdo génica, mostrando os principais fatores de
iniciacao (elFs) envolvidos na regulacéo desta etapa da sintese protéica.
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Foi demonstrado que em ratos diabéticos ha um declinio na taxa de sintese
protéica muscular em consequéncia da diminuigdo da iniciagao da traducéo, devido
a uma diminuicdo na atividade da elF2B, e inibicdo da ligaggo do mRNA ao
complexo de iniciacado 43S, através da fosforilagdo da 4E-BP1, aumentando a
disponibilidade de elF4E ativa. O tratamento destes animais com insulina
rapidamente restaura a taxa de tradugéo para valores iguais aos de animais controle
(KIMBALL et al., 2002). Algumas intervengcées, como a administracdo de
aminoacidos, hormdnios e o treinamento de forga ativam vias de sinalizagdo que
ativam os fatores de iniciagdo da traducao, levando a um aumento do processo de
sintese protéica (BAAR; ESSER, 1999; BODINE et al., 2001; WILKINSON et al.,
2008). Desta forma, modificagbes no ritmo desta etapa da traducdo do mRNA
podem resultar no aumento ou declinio da taxa de sintese protéica e,

consequentemente, na hipertrofia ou atrofia musculares.



1.3.2 Papel do sistema ubiquitina-proteassoma na atrofia muscular

O sistema ubiquitina-proteassoma € o sistema proteolitico mais recentemente
descoberto, sendo dependente de ATP. A vasta maioria das proteinas celulares é
degradada através deste sistema (CAO et al., 2005). Este processo proteolitico
envolve a participagdo de um complexo enzimatico denominado proteassoma 26S,
formado por 2 subunidades regulatérias (19S) e uma subunidade catalitica (20S). A
subunidade 19S reconhece proteinas “marcadas” com uma cadeia de ubiquitina, um
peptideo de 76 aminoacidos (CIECHANOVER, 2005).

Trés componentes enzimaticos sdo necessarios para ligar a cadeia de
ubiquitina nas proteinas destinadas a degradacdo: as enzimas E1 (ativadora de
ubiquitina) e E2 (proteinas conjugadoras de Ub) preparam a Ub para conjugacéo,
enquanto que as E3 (Ub-ligases), as enzimas-chave do processo, liga a Ub a
proteina, que é entdo reconhecida pelo proteassoma 26S, um complexo proteolitico
multi-unidades e multi-catalitico que degrada as proteinas ubiquitinadas em
fragmentos menores (figura 7; CAO et al., 2005; CIECHANOVER, 2005).

Existe apenas uma proteina E1, algumas E2, e milhares de E3. Desta forma,
esta ultima é o componente que confere especificidade ao sistema (CAO et al.,
2005). Das diversas ubiquitina-ligases conhecidas, esta bem estabelecido na
literatura que atrogin-1 (MAFbx) e MuRF-1 tém grande importancia no processo de
atrofia muscular (BODINE et al., 2001; GOMES et al., 2001, JONES et al., 2004;
LECKER et al., 1999a; 1999b; 2004). A ubiquitinagdo das proteinas € um processo
reversivel. Enzimas desubiquitinadoras desempenham um importante papel na
protedlise ubiquitina-dependente, catalisando a remog¢do da Ub das proteinas,
livrando-as da degradacédo (KIM et al., 2003). Importante ressaltar que a
ubiquitinagdo pode servir como sinal para outros processos celulares que ndo o
reconhecimento pelo proteassoma. Este identifica principalmente cadeias de
poliubiquitinas ligadas entre si através da Lisina 47 (CIECHANOVER, 2005).



Figura 7 - Sistema ubiquitina-proteassoma.
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Em condi¢gbes que levam a atrofia muscular, desnervagéo, hipertireoidismo e
sépse, a utilizacdo de um inibidor de proteassoma (MG132) reduziu a protedlise
muscular em 70%, 40-70% e 100%, respectivamente, demonstrando a importancia
do sistema ubiquitina-proteassoma em condi¢cdes de intenso catabolismo protéico
muscular (TAWA et al., 1997).

1.3.3 Papel do IGF-I da hipertrofia muscular

Conforme explicitado anteriormente, camundongos transgénicos que super-
expressam IGF-I apresentam hipertrofia muscular, atenuagédo da atrofia relacionada
a idade e melhoria na massa e forgca musculares (BARTON-DAVIS et al., 1998;

FIOROTO et al., 2003), o que parece ser devido ao aumento da replicagdo das



células satélites e, consequentemente, do numero de mionucleos, evidenciado pelo
aumento do conteudo total de DNA (FIOROTO et al., 2003).

Foi demonstrado que a hipertrofia de miotubulos in vitro induzida por IGF-I
depende da via iniciada pela PI3K e Akt, que leva a ativacdo da mTOR. Foi
demonstrado que animais transgénicos que possuiam uma forma da Akt
constitutivamente ativa expressa condicionalmente na musculatura esquelética
apresentaram aumento de cerca de 100% na area média das fibras musculares
apos 2 a 3 semanas (LAl et al., 2004). As proteinas p70s6k e a 4E-BP1 sado alvos da
mTOR. Desta forma, o IGF-I promove a sintese protéica, ao estimular a sintese de
proteinas ribossomais e a etapa de inicio da tradugdo. Rapamicina, um inibidor
seletivo da mTOR, bloqueou a hipertrofia em todos os modelos experimentais
testados, sem causar atrofia em musculos controle. Em contrapartida, a inibicdo da
via da calcineuria ndo bloqueou a hipertrofia nestes modelos (BODINE et al., 2001).

A administracdo de IGF-I a animais em jejum provocou a inibicdo da
expressdo de atrogin-1, que se mostrou elevada nos animais nao tratados. Além
disso, a adicdo deste hormdnio inibiu a expressdo desta ubiquitina-ligase também
em células musculares em cultura submetidas a altas doses de glicocorticoides
(DEHOUX et al., 2004). Assim, o IGF-Il, além de seus efeitos anabdlicos, parece
atuar também inibindo o processo de degradagao protéica, via sistema ubiquitina-
proteassoma.

Bodine et al. (2001) demonstraram que durante a atrofia muscular por desuso
ou desnervagdo ha um prejuizo na tradugdo e, consequentemente, na sintese
protéica, com o aumento da fosforilagdo da 4E-BP1 e queda na associagdo da
elF4E com a elF4G, além diminuicdo da atividade da mTOR e S6K1. O contrario foi
verificado nos musculos submetidos a estimulos de sobrecarga durante 14 dias, que
levou a hipertrofia das fibras musculares. Em conjunto, estes dados mostram que
em condicbes de diminuicdo ou aumento de demanda funcional do musculo
esquelético — como no desuso ou treinamento, respectivamente — estas vias de
sintese e degradacdo protéicas sdo importantes moduladores dos processos de

remodelamento do tecido muscular.



1.4 CREATINA E METABOLISMO PROTEICO MUSCULAR

Em humanos, ganhos no desempenho em exercicios de for¢a e poténcia,
bem como ganho de massa muscular tém sido atribuidos a suplementacdo de Cr
(BALSOM et al.,, 1995; GREEN et al, 1996; KREIDER et al, 1998;
VANDENBERGHE et al., 1997; VOLEK et al., 1999). Buscou-se entdo avaliar os
mecanismos celulares pelos quais esta suplementacdo poderia influenciar no
aumento da sintese protéica e hipertrofia muscular. Ingwall, ja na década de 70,
demonstrou o efeito da Cr na sintese protéica muscular. Células de musculo
esquelético e cardiaco, quando incubadas com creatina, apresentaram maior
incorporagao de leucina marcada a cadeia pesada da miosina (MHC). Além disso, o
conteudo protéico total mostrou-se elevado, apos 2 a 4 dias de incubagdo com 5 mM
de Cr (INGWALL et al., 1972; 1974; INGWALL & WILDENTHAL, 1976).
Posteriormente, Vierck et al. (2003) mostraram que a fusdo de células satélites
miogénicas € aumentada quando creatina € adicionada ao meio durante a fase de
diferenciagdo. Mais estudos sao necessarios para determinar a importancia da
creatina em condigdes in vivo.

Louis et al. (2004) incubaram células musculares C,C1, com Cr, e verificaram
um aumento da expressdao do mRNA do IGF-I a partir de 24 horas, alcangando um
aumento de 3,7 vezes apos 72 horas. Além disso, houve hipertrofia das fibras
musculares, evidenciada pelo aumento do didametro das fibras em cerca de 40% e
aumento no conteudo protéico total nos miotubulos. Além do IGF-I, fatores de
regulacdo da miogénese (MRFs — MyoD, Myf-5, MRF-4 e miogenina) tiveram sua
expressdo aumentada, o que ja havia sido demonstrado anteriormente em outros
estudos (HESPEL et al., 2001; WILLOUGHBY; ROSENE, 2003). Deldicque et al.
(2007), também utilizando células C,C+», verificaram aumento da diferenciacdo, com
maior incorporacédo de metionina marcada em proteinas sarcoplasmaticas (+ 20%) e
miofibrilares (+ 50%) quando incubadas com 5 mM de creatina. Além disso, a
expressdo de MHC-Il, troponina T e titina mostraram-se significativamente
aumentadas. A Cr causou aumento da fosforilagdo da Akt em ~60%, GSK-3 em
~70%, p70s6k em ~50% e p38 em ~50%. O aumento da expressao de MHC-Il n&o
foi abolido quando se utilizou um inibidor do receptor de IGF-I, indicando que a agao
da Cr ndo ocorre exclusivamente via aumento de IGF-I. Conforme discutido

anteriormente, estas proteinas estdo envolvidas no processo de sintese protéica e,



consequentemente, da hipertrofia muscular. O mesmo autor, entretanto, nao
conseguiu reproduzir estes resultados em experimento in vivo com humanos
(DELDICQUE et al., 2008). Um resumo do modelo hipotético da agdo da creatina
nas vias de sinalizagdo no musculo esquelético esta representado na figura 8. E
digno de nota que, até o momento, os dados literatura que comprovam este modelo

SA0 escassos.

Figura 8 - Modelo hipotético para a sinalizagdo desencadeada pela creatina.

[ criPCr | @) 4-----

|
:
’ Akt/PKB I
N ’
/ |
|

/’ I

|

- AE-BP1 |

1

‘ Nucleus :
|

1

|

|

1

\

Muscle specific genes (
and IGF transcription \ Pratair syn;h-esis
1\

As linhas sdlidas representam o efeito, enquanto as linhas tracejadas indicam agbes n&o descritas a
creatina.
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Em humanos, a suplementacdo com Cr monohidratada também foi capaz de
regular as concentragbes de IGF-l. A suplementagdo resultou num aumento do
MRNA de IGF-I muscular em repouso. Apdés uma sessao de exercicio, a expressao
também se mostrou elevada, mas sem diferenga significativa entre o grupo
suplementado e placebo (DELDICQUE et al., 2005). Ja Burke et al. (2008) também
verificaram que o exercicio, independente da suplementacgao, foi eficaz em elevar o
conteudo de IGF-I muscular (+54%). Entretanto, o grupo que recebeu a
suplementacdo com creatina monohidratada apresentou um aumento

significativamente maior no conteudo deste hormdnio (+67%).



Menezes et al. (2007) administraram creatina monohidratada, dexametasona,
ou ambos, a ratos adultos. O tratamento com dexametasona ocasionou atrofia de
fibras musculares do tipo I, lla e llb, bem como um declinio no desempenho em
exercicio em esteira. A suplementagdo com Cr atenuou a diminuicdo da massa
muscular e do desempenho em exercicio provocada pelo horménio. Também em um
protocolo de atrofia muscular induzida por imobilizacdo, em ratos, a suplementacao
foi capaz de reduzir a perda de massa muscular de forma significativa (AOKI et al.,
2004). Entretanto, na literatura ndo se encontram dados referentes a ac&o da
creatina sobre a atividade dos diferentes sistemas proteoliticos, e os referentes ao
efeito desta sobre as vias de sinalizacdo que levam ao aumento da sintese protéica
ainda sao escassos. Desta forma, o estudo das vias de sinalizagao poderia auxiliar
na melhor compreensao dos efeitos anabdlicos, bem como sobre o desempenho,

atribuidos a utilizacao da Cr.



7 CONCLUSOES

Nossos resultados demonstram efeitos da suplementagao oral de curto prazo
com Cr monohidratada sobre o desempenho muscular. Estes resultados incluem a
atenuagdo da fadiga (queda da forga muscular) em contracbes musculares
intermitentes de baixa e alta frequéncia. No que diz respeito ao eixo GH-IGF-1, a
suplementacao pareceu exercer um efeito inibitério sobre o eixo, apesar do estimulo
direto sobre a expressdo do IGF-1 muscular, o que esta de acordo com alguns
relatos na literatura. Apesar do aumento do IGF-1 muscular, a via de sinalizagdo da
Akt e a expressdo de ubiquitina ligases ndo foram moduladas. Parte dos efeitos
funcionais observados pode ocorrer devido a agcdo antioxidante da suplementagao
de Cr, demonstrada in vivo com a redug¢ao do conteudo de EROs nos musculos dos
animais suplementados. Evidéncias anteriores, bem como nossos resultados aqui
apresentados, apontam para uma acao direta da molécula de Cr sobre o anion

superoxido.
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