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RESUMO

FRANCO, Frederico Souzalima Caldoncelli, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
Dezembro de 2004. Efeito da suplementacido de creatina associada ou nao a
cafeina em ratos submetidos a exercicio anaerobico intermitente. Orientador:
Antonio José Natali. Conselheiros: Neuza Maria Brunoro Costa e Jodo Carlos Bouzas
Marins.

Os objetivos deste estudo foram: 1) verificar se a suplementacdo de creatina associada ou
ndo a cafeina afetaria o peso e a composicdo corporal de ratos exercitados com saltos
verticais intermitentes; 2) verificar se os protocolos de suplementacdo aguda ou cronica
influenciariam a excrecdo de creatinina urindria dos animais exercitados e sedentdrios; 3)
verificar se os protocolos de suplementagdo afetariam a performance do exercicio e a
resisténcia Ossea; e 4) verificar se os protocolos de suplementacdo aguda ou crdnica
influenciariam a excrecdo de célcio urindrio dos ratos exercitados e sedentdrios. Os
resultados foram apresentados em dois capitulos. Os resultados apresentados no capitulo 1
mostraram que o ganho de peso corporal apresentou-se reduzido (p<0,05) nos animais
exercitados, independentes da suplementacdo. Os protocolos de suplementagdo nao
interferiram nos percentuais de dgua, gordura e proteina das visceras e carcagca vazia,
contudo, o programa de exercicio reduziu a porcentagem de gordura da carcaga vazia. A
excre¢do de creatinina urindria absoluta elevouse apds a ingestdo aguda e cronica de
creatina, independente do exercicio, no entanto, a suplementa¢do de creatina-cafeina nao
causou tal efeito (p>0,05). Ao contrdrio do esperado, o programa de exercicio reduziu a
excrecdo de creatinina absoluta na sexta semana. Ao normalizar os contetidos de creatinina
pelo peso corporal, observou-se aumento apds a suplementagdo aguda nos grupos
sedentdrio creatina (SC) e exercicio sem suplemento (ESS), comparados ao grupo
sedentdrio sem suplemento (SSS). Entretanto, apds suplementacdo cronica, na sexta
semana, a creatinina urindria relativa do grupo SSS foi maior que a do grupo ESS. Ao
comparar os resultados apds suplementacdo cronica com os apds suplementacdo aguda
observouse que o conteido de creatinina urindria relativa do grupo SSS foi maior na sexta
semana e o do grupo ESS foi maior na segunda semana. Os resultados apresentados no
capitulo 2 mostraram que o tempo de execucdo das séries de exercicio ndo foi afetado pelos
diferentes protocolos de suplementacio, no entanto, a ingestdo de creatina-cafeina elevou a
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concentracao de lactato sangiiineo apds a quarta série de saltos em relagdo ao grupo sem
suplemento. Contrariando a expectativa, os diferentes tipos de suplementacdo nao afetaram
os pardmetros Osseos analisados, todavia, o programa de exercicio aumentou o
comprimento, a espessura, o peso € a for¢a de resisténcia a fratura dssea. A excrecao de
célcio urindrio aumentou (p<0,05) somente apds a ingestdo cronica de creatina-cafeina em
relacdo aos grupos sem suplementos e creatina, independente do exercicio. Concluiu-se que
a suplementacdo de creatina, assim como a sua combina¢do com a cafeina, nao interferiram
no ganho de peso corporal e na composicio de dgua, proteina e gordura da carcaca e
visceras dos animais, independentes do exercicio. O programa de exercicio, por sua vez,
independente da suplementagdo, reduziu o ganho de peso corporal e o percentual de
gordura na carcaca, mas ndo alterou o conteido de proteina e a retengdo de 4gua. As
ingestdes aguda e cronica de creatina elevaram os conteidos de creatinina urindria absoluta,
independentes do exercicio; enquanto que o programa de exercicio, independente da
suplementagao, reduziu a creatinina urindria absoluta na sexta semana. A suplementagdo de
creatina ndo interferiu no conteido de creatinina urindria relativa na segunda e sexta
semanas, independente do exercicio; ao passo que o programa de exercicio elevou a
creatinina relativa na segunda semana e reduziu na sexta semana, independente da
suplementacdo. A administracdo de creatina adicionada a cafefna nao alterou a excregao de
creatinina absoluta e relativa, independente do exercicio. Animais suplementados com
creatina-cafeina apresentaram maior concentracio de lactato sangiiineo ao final da
execucdo do esforco fisico, em comparacdo a dos animais sem suplemento, apesar da
performance ndo ter sido afetada pela suplementacdo. A suplementagdo cronica, mas nao a
aguda, de creatina-cafeina, independente do exercicio, elevou a excrecdo de célcio urindrio.
Nenhum protocolo de suplementacdo, independente do exercicio, interferiu nos parametros
Osseos analisados. No entanto, o programa de exercicio empregado aumentou a forga
relativa de resisténcia a fratura dssea, assim como o comprimento, espessura € peso
relativos do fémur. A forca de resisténcia a fratura déssea parece estar associada as

alteracdes no comprimento, espessura e peso 0sseo.

vi



ABSTRACT

FRANCO, Frederico Souzalima Caldoncelli, M.S., Universidade Federal de Vicosa,
December 2004. Effects of creatine supplementation associated or not with
caffeine in rats submitted to intermittent anaerobic exercise. Advisor: Antdnio

José Natali. Committee Members: Neuza Maria Brunoro Costa e Jodo Carlos Bouzas
Marins.

The aims of this study were: 1) to verify whether creatine supplementation associated or not
with caffeine would affect the body weight and body composition of rats exercised with
intermittent vertical jumps; 2) to verify whether the acute and chronic supplementation
protocols would influence the urinary creatinine excretion of exercised and sedentary
animals; 3) to verify whether the supplementation protocols would affect exercise
performance and bone resistance; and 4) to verify whether the acute and chronic
supplementation protocols would influence the urinary calcium excretion of exercised and
sedentary animals. The results were presented in two chapters. The results exhibited in
chapter 1 showed that body weight gain was reduced (p<0,05) in exercised animals,
independent of supplementation. The supplementation protocols did not affect the
composition of viscera and carcass, however, the exercise program reduced the percentage
of fat in the carcass. The absolute creatinine excretion increased after acute and chronic
ingestion of creatine, independent of exercise, however, creatine and caffeine
supplementation did not cause such effect (p>0,05). The exercise program reduced absolute
creatinine excretion at week six. When the content of urinary creatinine was normalized by
body weight it was observed an increase after acute supplementation, week two, in animals
from sedentary creatine (SC) and exercise without supplement (ESS) groups compared with
that of sedentary without supplement (SSS). Nevertheless, after chronic supplementation,
week two, the relative urinary creatinine from SSS was greater than that of ESS group.
When the results of chronic supplementation were compared with those of acute
supplementation, it was observed that the content of relative urinary creatinine of the SSS
group was greater at week six and that of ESS group was greater at week two. The results

presented in chapter 2 showed that the excretion of urinary calcium increased (p <0,05) just



after the chronic ingestion of creatine-caffeine as compared to that of the groups without
supplementation and creatine, independent of exercise. The time to perform the sets of
jumps was not affected by the different supplementation protocols, however, creatine -
caffeine ingestion elevated the concentration of blood lactate after the fourth set as
compared to that of the groups without supplementation. The supplementation protocols did
not affect bone parameters, nevertheless, the exercise program increased femur length,
thickness, weight and resistance force to fracture. It was concluded that creatine
supplementation as well as its association with caffeine did not affect body weight and the
percentage of water, protein and fat in the carcass and viscera, independent of exercise. The
exercise program, however, decreased body weight and the percentage of fat in the carcass,
but no effect was observed in the percentage of protein and water. Acute and chronic
creatine supplementation increased the absolute urinary creatinine content, independent of
exercise and the exercise program decreased absolute urinary creatinine at week six,
independent of supplementation. Creatine supplementation did not affect the content of
relative urinary creatinine at weeks two and six, independent of exercise, however, the
exercise regime increased relative urinary creatinine at week two and decreased at week
six, independent of supplementation. Creatine supplementation associated with caffeine did
not alter absolute and relative creatinine excretion, independent of exercise. Animals
supplemented with creatine and caffeine exhibited a greater blood lactate concentration at
the end of exercise performance compared with that of animals without supplement,
although the performance was not affected by supplementation. The chronic creatine and
caffeine supplementation enhanced the urinary calcium excretion, independent of exercise.
None of the supplementation protocols affected the analyzed bone parameters, independent
of exercise. However, the exercise regime increased the relative bone resistance to fracture
as well as femur relative length, thickness and weight. The bone resistance to fracture

appears to be associated with alterations in bone length, thickness and weight.
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CAPITULO 1:

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE CREATINA ASSOCIADA OU NAO A
CAFEINA SOBRE A COMPOSICAO CORPORAL EM RATOS WISTAR
SUBMETIDOS A EXERCICIO ANAEROBICO INTERMITENTE

INTRODUCAO

O consumo de suplementos nutricionais tais como creatina e cafeina vém
aumentando entre atletas e praticantes de atividade fisica objetivando o incremento da
performance e da massa muscular. O uso da creatina por atletas como um aditivo
ergogénico nao é considerado doping (Williams et al., 1998) e o uso da cafeina foi retirada
da lista de doping do COI em janeiro de 2004 (WADA).

A creatina € um.composto nitrogenado cuja taxa de turnover didria em um ser
humano com peso médio de 70 kg é de 2g/dia, proveniente da ingestdo exdgena ou sintese
endogena (Demant e Rhodes, 1999). A creatina € absorvida no trato gastrintestinal de
forma similar a dos aminodcidos e peptideos, sendo digerida a aminodcido por meio de
hidrélise enzimética para adentrar a corrente sangiiinea e subseqiientemente as células
(Speer et al., 2004; Persky et al., 2003). A creatina € sintetizada a partir dos aminodcidos
glicina, arginina e metionina nos rins, figado e pancreas (Persky et al., 2003; Mendes et al.,
2002; Demant e Rhodes, 1999), e € estocada predominantemente no musculo esquelético
(aproximadamente 95%) sob as formas de creatina livre (aproximadamente 40%) e
fosfocreatina (PCr; aproximadamente 60%) (Williams, 2004; Mendes et al., 2002),
entretanto, sua farmacocinética pode sofrer influéncia de compostos dietéticos como
cafeina, bicarbonato, carboidratos e outros (Rawson e Clarkson, 2004; van Loon et al.,
2004).

A suplementacdo cronica de creatina combinada ao exercicio de forca poderia
incrementar diretamente o metabolismo da proteina muscular, através da reducdo da
degradacdo protéica ou aumento da sintese, e/ou indiretamente como resultado da maior
carga de treinamento realizada em fun¢do de seu efeito ergogénico (Volek et al., 2004;
Louis et al., 2003). Também podem ser relacionados mecanismos como o aumento no

mRNA da miosina de cadeia pesada e expressao protéica (Volek et al., 2004), alteracdo na



expressao do fator de transcricdo miogénico (Hespel et al. 2001), aumento liquido na
retencdo de nitrogénio (Jowko et al., 2001) e efeito anti-catabdlico em alguns tecidos
(Parise et al., 2001). Contudo, pouco se conhece sobre a interagdo do aumento da massa
corporal com a incorporagdo de proteina muscular em func¢do da elevacdo da sintese
protéica em resposta a ingestao de creatina e treinamento fisico.

O aumento da massa corporal induzida pela suplementacdo de creatina (Brilla et al.,
2003; Lehmkuhl et al., 2003) tem sido relacionada a reteng¢do de dgua pelo efeito osmético
decorrente da elevacdo da creatina intramuscular (Murphy et al., 2004; Powers et al., 2003;
Mendes et al., 2002), porém, outros autores mencionam ndo encontrar tal mecanismo
(Eckerson et al., 2004; Mendes et al., 2004; Louis et al., 2003). Assim, a determinagdo da
reten¢do hidrica na carcaca vazia (musculo esquelético e ossos) e nas demais partes (pele e
visceras) pode esclarecer esta questao.

A degradagdo da PCr por meio de uma reacdo irreversivel poderia gerar como
produto final a creatinina (Greenhaff, 2001), que tem sido mostrada ser excretada
totalmente na urina (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). Havenetidis e Bourdas (2003) e
Smith-Palmer (2002) sugerem que a creatinina urindria poderia aumentar devido a elevacao
da creatina corporal em fun¢do de sua suplementacdo. O exercicio também poderia
incrementar a excrecdo de creatinina urindria por aumentar o catabolismo da PCr (Mendes
et al., 2004; Gill et al., 2004; Turgut et al., 2003). Portanto, a determinagdo da creatinina
urindria poderd elucidar se a PCr seria o principal substrato energético consumido durante a
performance do exercicio anaerdbico intermitente associada a suplementacao de creatina, e
se, estes elevariam a excre¢do de creatinina.

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma substancia psicoativa presente em plantas e
seus derivados como chd, café, guarand, chocolate e em refrigerante sabor cola (Deslandes
et al., 2004; Tieges et al., 2004). A cafeina, uma substincia lipossoldvel, alcangaria seus
niveis de pico no plasma entre 30 e 120 minutos, e aproximadamente 100% de sua ingestao
oral poderiam ser rapidamente absorvidas pelo trato gastrintestinal (Braga et al., 2000). Em
doses baixas (3mg/kg p.c./dia) a cafeina poderia melhorar a performance em exercicio de
longa duragdo (Birnbaum et al., 2004; Bell et al., 2002; Nishijima, 2002), pois sua ingestao
estimula a liberagcdo de catecolaminas (Tinley et al., 2004; Altimari et al., 2001) e reduz a

taxa de glicogendlise muscular durante o exercicio aerébico, cabendo a cafeina, o efeito de



poupar glicogénio devido ao aumento da mobilizagdo e oxidacdo da gordura intra e
extramuscular (McLellan et al., 2004; Hespel et al., 2001).

Apesar de alguns autores sugerirem que a cafeina ndo exerceria nenhum efeito sobre
a performance em exercicio de curta duragdo (James et al., 2004; Warskulat et al., 2004;
Vandeberghe et al., 1996), vérios estudos mostraram a melhora na producdo de poténcia
anaerébica (Acheson et al., 2004; McLellan et al., 2004; Bell et al., 2002), na capacidade
anaerdbica (Doherty et al., 2004; Bell et al., 2002) e em outras medidas de performance
anaerdbica (Doherty et al., 2002). O principal efeito da cafeina no exercicio intenso € sua
acdo direta no misculo esquelético, elevando a transmissdo de estimulos na interacdo
neuro-muscular (Kalmar et al., 2004; Altimari et al., 2001), como a capacidade de
antagonismo aos receptores de adenosina (Halldner et al., 2004). Tem sido sugerido que a
cafeina aumenta o tempo até a fadiga durante o exercicio de forca maxima (Kalmar et al.,
2004) em funcdo da liberagdo dos fons de célcio (Ca2+) do reticulo sarcoplasmaético (RS)
(Germinario et al., 2004; James et al., 2004), e que a ingestdo de cafeina potencializaria a
producdo de for¢a muscular (James et al., 2004; Paluska, 2003; Graham, 2001).

A cafeina poderia alterar a composi¢dao corporal por reduzir o peso e a gordura
corporais (Birnbaum et al., 2004; Zheng et al., 2004; Bell et al., 2002) em fun¢do de elevar
a taxa metabodlica basal, mobilizacdo e oxidacdo de dcidos graxos (Zheng et al., 2004;
Hespel et al., 2001; Chesley et al., 1998). Todavia, estes efeitos ndo foram identificados por
alguns autores (Acheson et al., 2004; Dulloo et al., 1999). A possivel acdo da cafeina em
prolongar o exercicio de for¢ca muscular até a fadiga (Kalmar et al., 2004) poderia promover
maior performance do exercicio anaerdbico intermitente e indiretamente promover a sintese
protéica, contudo, faltam evidéncias que suportem esta suposicao.

O sinergismo dos potenciais efeitos da suplementagdo de creatina e da ingestdo de
cafefna tém sido estudado e acredita-se que a cafeina facilita a elevagdo da creatina exégena
no tecido muscular, melhorando a producdo de for¢ca dindmica e a concentracdo de PCr
muscular. Porém, seu potencial ergogénico poderia ser completamente eliminado quando a
cafeina fosse ingerida junto a creatina (Hespel et al., 2002; Vandenberghe et al., 1996). Em
contrapartida, Wyss e Kaddurah-Daouk (2000) afirmaram que a cafeina ndo estimularia o
acimulo de creatina muscular em resposta a sua suplementacdo. Doherty et al. (2002)

mostraram que a cafeina poderia ser ergogénica se administrada apds a suplementacido de



creatina. Portanto, em fun¢do destas contradicdes, mais estudos sobre as interferéncias e
conseqiiéncias da cafeina sobre a cinética da creatina sdo necessdrios.

A dose de Smg de cafeina/kg p.c./dia poderia aumentar o desempenho durante o
exercicio intenso (Doherty et al., 2002), mas, como conseqiiéncia, a elevacdo da
concentracdo de lactato sangiiineo (Jackman et al., 1996) poderia, ao contrério, reduzir a
performance durante o exercicio (Warskulat et al., 2004). Da mesma forma, considerando
que a cafefna aumentaria o tempo até a fadiga em exercicio de forca mdxima (Kalmar et al.,
2004) e que a suplementacdo de creatina reduziria o tempo de recuperacdo poés-fadiga
(McBride et al., 2002), a interacdo destes efeitos, por um longo periodo de ingestdo,
associada ao treinamento com exercicio anaerdbico intermitente poderiam ser
potencializados, no entanto, pouco se sabe sobre os efeitos desta interacdo sobre a
composicao corporal.

Portanto, os objetivos deste estudo foram: 1) verificar se a suplementacdo de
creatina associada ou ndo a ingestdo de cafeina afetaria o peso e a composicdo corporal de
animais sedentdrios e exercitados; e 2) verificar se os protocolos de suplementacio

interfeririam na excre¢do urindria de creatinina de animais sedentdrios e exercitados.



MATERIAL E METODOS

Animais de Experimentacio e Tratamento

Foram utilizados inicialmente 60 animais (Rattus norvegicus — Wistar) adulto-
jovens machos com 45 dias de idade e peso inicial médio de 142,7 + 7,41¢g, obtidos do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde, da Universidade Federal de
Vigosa - MG. Estes foram alocados aleatoriamente em um dos 6 grupos (10 por grupo):
SSS — sedentdrios sem suplementos (n=10); SC — sedentdrio com creatina (n=10); SCC —
sedentério com creatina e cafeina (n=09); ESS — exercitado sem suplementos (n=07); EC —
exercitado com creatina (n=07); e ECC — exercitado com creatina e cafeina (n=06). As
perdas de animais ocorreram por causas independentes a da execucdo do programa de
exercicio.

Os animais foram alojados individualmente em gaiolas, por um periodo de 6
semanas, mantidos em ambiente com temperatura média de 24°C, fotoperiodo de 12 horas.
Todos os animais receberam de 15 a 20g de dieta semipurificada AIN-93M (Reeves et al.,

1993; Tabela 1.1) e dgua destilada ad libitum.

Tabela 1.1. Composi¢ao da dieta AIN-93M.

Ingredientes %
Caseina (>85% de proteina) 14,00
Amido Dextrinizado (90-94% tetrassacarideos) 15,50
Sacarose 10,00
Oleo de Soja 4,00
Fibra (Celulose microfina) 5,00
Mistura de Minerais 3,50
Mistura de Vitaminas 1,00
L-Cistina 0,8
Bitartarato de Colina 0,25
Amido de Milho 46,57
Total 100,00

O peso corporal foi aferido no primeiro dia de cada semana e no dia do sacrificio,
utilizando-se uma balancga eletronica digital (Marte - Brasil) com capacidade médxima de
500 gramas e precisdo de 5 miligramas, sendo o peso dos animais sempre aferidos no

mesmo horario do dia.



Suplementacao de Creatina e Cafeina
Os animais dos grupos SC e EC receberam suplementacdo didria de creatina; os
animais dos grupos SCC e ECC receberam suplementagdo didria de creatina mais
cafeina, adotando-se o procedimento para suplementacdo de creatina de duas fases:

carga e manutengao.

A fase de carga teve a duracdo de sete dias e foi iniciada na primeira semana de
experimento. Os animais dos grupos com creatina receberam uma dose de 0,430g de
creatina (Power Nutrition®)/kg de peso corporal/dia adicionada a 15g de dieta
semipurificada (AIN-93 M), em funcdo da melhor absorcdo da creatina quando
administrada juntamente com carboidrato (van Loon et al., 2004).

A fase de manutencdo teve duracdo de cinco semanas e foi iniciada na segunda
semana. Nesta fase, os animais dos grupos com creatina receberam uma dose de 0,143g/kg
de peso corporal/dia adicionada a 15 a 20g de dieta semipurificada (AIN-93 M). Os animais
dos grupos com creatina e cafeina receberam uma dose de 15mg de cafeina/kg de peso
corporal/dia, que foi adicionada a dieta semipurificada dos animais.

Os animais dos grupos SSS e ESS receberam os mesmos procedimentos dos demais
grupos, contendo apenas a dieta semipurificada (AIN-93 M).

As doses da suplementacdo de creatina foram determinadas com base numa dose de
30g na fase de carga e 10g na fase de manutencdo para um homem de 70 kg, doses estas de
creatina expressas por diversos autores como as maiores administradas em estudos com
humanos e animais (Lehmkubhl et al., 2003; Persky et al., 2003; van Loon et al., 2003), bem
como as doses de cafeina (Doherty et al., 2004; Hartley et al., 2004; O'Connor et al., 2004).

Programa de Exercicio

Para a adaptacdo dos animais dos grupos ESS, EC e ECC ao meio liquido, na
primeira semana de experimento os mesmos foram colocados num tanque de alvenaria
azulejado (largura: 60 cm, comprimento: 75 cm, altura: 80 cm) com dgua na profundidade
de 15 cm e temperatura de 32 + 1°C, por 30 minutos didrios.

Para a realizagdo do programa de exercicio foram colocados dois tubos de PVC

(diametro, 15 cm; e altura, 60 cm) fechado em sua extremidade inferior com tela de nylon



vazada. A sobrecarga do exercicio, percentagem do peso corporal, foi adicionada ao animal
utilizando-se esferas de chumbo inseridas em um colete (lycra) especialmente
confeccionado para os animais (Figura 1.1). A profundidade da dgua foi determinada por
um percentual da média do comprimento dos animais, maior distdncia entre as
extremidades dos membros posteriores e as narinas estando o animal com o corpo e

membros inferiores estendidos.

Figura 1.1. Animal vestido com o colete de lycra.

Apds uma semana de adaptacdo a dgua, o protocolo de exercicio foi iniciado. O
exercicio consistiu de saltos de impulsao vertical desde o fundo do tanque (apoio dos pés)
até a superficie da dgua (narinas fora d’agua, Figura 1.2). Os animais realizavam quatro
séries de dez saltos (40 saltos) com intervalo de descanso de um minuto entre as séries. Este
protocolo foi realizado cinco dias por semana, durante cinco semanas. A sobrecarga do
exercicio foi empregada da seguinte forma: na primeira semana, os ratos realizaram as
quatro séries de dez saltos estando a dgua do tanque a uma profundidade de 120% do
comprimento dos animais (média), além da adicao de 20% do peso corporal do animal, nos
dois primeiros dias, € 25% nos trés dias seguintes. Durante a segunda semana, 0os animais
exercitaram estando a d4gua com profundidade de 130% do comprimento dos animais € com
sobrecarga de 30% de peso corporal nos dois primeiros dias € 35% nos trés dias seguintes.
Durante a terceira semana, os animais realizaram os saltos estando a 4gua com
profundidade de 140% do comprimento dos animais e sobrecarga de 40% do peso corporal

durante toda a semana. Durante a quarta semana, os animais efetuaram os saltos estando a



dgua com profundidade de 145% do comprimento dos animais e sobrecarga de 45% do
peso corporal durante toda a semana. Na quinta semana, os animais realizaram o protocolo
de exercicio estando a dgua com profundidade de 150% do comprimento dos animais e

sobrecarga de 50% do peso corporal (adaptado de Oliveira et al., 2000).

Figura 1.2. Modelo de exercicio anaerdbico intermitente de saltos verticais na natacao.



Delineamento Experimental

Exercitado

Exercitado
Sem Suplemento

_Crea-Qaf

Dieta + Adaptacdo a Agua

Fase de
Car a + + + +
ga 0,430g 0,430g 0,143g 0,143g
e Adaptacao Creatina Creatina Creatina Creatina
(12 semana) / kg pc/ dia  / kg pc/ dia / kg pc/ dia / kg pc/ dia
D i e t a Dieta + Exercicio
Fase de + + + +
Exercicio 3,14:_39 Co,“:?g é)s14t:_39 C0514t:_3g
e Manutencéo reatina reatina reatina reatina
/ kg pc/ dia  / kg pc/ dia / kg pc/ dia / kg pc/ dia
(22-62 semana) P ’ Ii P ° 2
15mg Cafeina 15mg cafeina
/ kg pc/ dia / kg pc/ dia

Figura 1.3. Delineamento Experimental



Determinacio da Concentracio de Lactato Sangiiineo

Para caracterizar a natureza do esfor¢o executado pelos animais durante o programa
de exercicio empregado neste estudo, apds o periodo de tratamento, determinou-se a
concentracdo do lactato sangiiineo dos animais dos grupos ESS, EC e ECC durante a
realizagdo de quatro séries de dez saltos com intervalo de um minuto entre as séries (uma
sessdo de treino), estando a profundidade da dgua a 150% do comprimento dos animais que
suportavam uma sobrecarga de 50% do peso corporal. As medidas foram realizadas em trés
momentos: 1) antes do exercicio; 2) apds a segunda série de dez saltos; e 3) apds a quarta
séries de dez saltos. O sangue foi coletado da extremidade distal do rabo dos animais e a
concentracdo de lactato analisada usando-se o equipamento Accusport BM-Lactate

(Roche®) e fitas para determinagdo de lactato sangiiineo da mesma marca.

Determinacao da Composicao Corporal

O ganho de peso corporal foi determinado através da diferenca entre o peso aferido
no dia do sacrifico, ao término do experimento, e o peso aferido no primeiro dia da primeira
semana, também foi aferido o peso corporal semanalmente. Utilizou-se de balanga
eletronica digital (Marte - Brasil) contendo a precisdo em miligrama, sendo os animais
sempre pesados no mesmo horario do dia.

A composi¢do corporal foi determinada por métodos diretos. Apds o periodo de
tratamento e das avaliagdes pertinentes, os animais foram sacrificados (CO,) a pele e todas
as visceras do animal foram separadas dos musculos e 0ssos, denominado carcaca vazia.
Foram descartados apenas cabeca e rabo. Pele e visceras e carcaca vazia foram
armazenadas separadamente em freezer (£5°C) para anélises futuras.

O percentual hidrico da carcaca vazia foi avaliado pelo método gravimétrico com
emprego de calor baseado na evaporagdo da d4gua numa estufa (Fanem - Brasil) a 105°C por
24 horas. O percentual de gordura foi determinado pelo processo gravimétrico com
emprego do aparelho de Soxhlet usando éter etilico como solvente na extracao por 8 horas.
O percentual de proteina foi calculado em triplicata pelo método indireto de determinacao
do nitrogénio (Conteddo de Proteina (g) = contetido de nitrogénio (g) x 6,25) através da

metodologia de Kjeldahl (AOAC, 1998).
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Determinacao da Creatinina Urinaria

A urina dos animais foi coletada por um periodo de 24 horas nas primeira, segunda
e sexta semanas utilizando-se gaiolas metabdlicas individuais. O volume de urina coletado
foi completado para 10mL com 4gua deionizada e centrifugada por 15 minutos a 4.000 rpm
(Excelsa-Fanem-Brasil). Do sobrenadante da urina centrifugada, SOuL foi pipetada numa
cubeta diluida por 500uL de dgua deionizada para a determinacio da creatinina urindria
através do método automatizado de espectrometria de UV/VIS, segundo Henry et al.
(1974). As andlises foram realizadas utilizando kits da marca Bioclin® no equipamento
ALIZE® (Biomérieux-Franca) do Laboratério Biofarmacos da Universidade Federal de

Vicosa.

Andlise Estatistica

Inicialmente os dados foram submetidos ao Teste de Komogorov-Smirnov para
verificar a simetria. Para as varidveis com distribuicdo normal, as andlises entre trés ou
mais grupos independentes (grupos individualmente e fator suplementagdo) foram
efetuados usando-se Andlise de Varidncia (ANOVA One-Way). Para andlises de dois
grupos distintos (fator exercicio) foi usado o Teste-# de Student. Para andlises entre
periodos diferentes do mesmo grupo (amostras dependentes) foram utilizados o Teste-¢
Pareado ou ANOVA One-Way Medidas Repetidas. Para determinar a existéncia ou ndo de
relacdo entre as varidveis foram empregados os testes de correlacdo de Pearson e Spearman.
Foram usados testes ndo-paramétricos compativeis a cada um anteriormente referido,
quando o teste de simetria ndo apresentou distribuicdo normal. Os resultados foram
expressos como média + desvio-padrao (DP) e mediana, tanto para os dados analisados por
testes paramétricos, quanto para testes ndo-paramétricos.

Para as andlises de multiplas comparacdes post hoc foi utilizado o teste de Tukey,
no caso de testes paramétricos, ou teste de Dunn’s, para testes ndo-paramétricos. Os
célculos estatisticos foram realizados utilizando-se o software Sigma Stat 3.0, sendo

empregado o nivel de significincia estatistica de até 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Caracterizacao do Programa de Exercicio

A concentragdo de lactato sangiiineo dos animais exercitados exibiu um aumento
significativo (ANOVA One-Way Medidas Repetidas, p<0,05) entre os momentos pré-
exercicio/repouso (2,59+0,6; média+DP), apds a segunda série (7,01£1,5) e apds a quarta
série de saltos (9,75%2,0). Os niveis de lactato sangiiineo observados indicam que o esfor¢o
realizado pelos animais envolveu predominantemente o metabolismo anaerébico

glicolitico.

Ganho de Peso Corporal

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre o peso dos
animais dos diferentes grupos no inicio dos tratamentos (SSS: 141,90+8,4; SC: 140,1049,9;
SCC: 144,40+9,1; ESS: 139,60+13,4; EC: 141,20+12,4 e ECC: 143,10+10,4 g; média +
desvio padrido), contudo, ao final do periodo do estudo, na sexta semana, observou-se um
ganho de peso corporal significativo (Teste-t de Student Pareado, p<0,05) em todos os
grupos, em relacdo ao peso corporal inicial (SSS: 121,3 %; SC: 118,8 %; SCC: 113,0 %;
ESS: 103,8 %; EC: 103,1 % e ECC: 97,9 %). Na sexta semana, os grupos ESS e ECC
(284,57£11,0 e 283,33+19,5; respectivamente) apresentaram pesos  corporais
significativamente menores (p<0,05) comparados aos dos grupos SSS e SCC (314,00+7,7 e
307,56£12,2; respectivamente).

O ganho de peso corporal ocorreu de forma progressiva em todos os grupos

(P<0,05; Figura 1.4).
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Figura 1.4. Peso corporal ao longo do periodo de tratamentos.
Significancias (P<0,05): * vs 1* Semana; ® ys Sedentdrio (* Friedman ou ANOVA Medidas
Repetidas; ® Teste-t de Student)

Os pesos corporais dos animais em fun¢do do exercicio e da suplementacdo no
inicio e ao final do experimento estdo apresentados na tabela 1.2. Os animais que
exercitaram mostraram ganho de peso corporal significativamente inferior (8,8%; p<0,05)
comparado ao dos animais sedentdrios na 6* semana. Ao comparar o ganho de peso em
funcdo da suplementagdo observou-se que o ganho de peso ao final do experimento, na
sexta semana, ndo foi diferente entre os animais suplementados e ndo suplementados (p >

0,05).

13



Tabela 1.2. Peso corporal em fun¢@o do exercicio e da suplementagao (g).

1* Semana 6* Semana

Exercicio Média+DP Mediana Média+DP Mediana
Sedentdrios 142,1349,0 140,00 309,45+13,4° 310,00
Exercitados 140,40%+12,6 139,50 284,95+16,6 *° 286,50
Suplementacio

Sem Suplemento 140,75+10,9 140,00 301,88+17,4° 305,00
Creatina 140,65%+10,9 139,50 298,41+20,2° 299,00
Creatina Cafeina 143,7549,5 145,00 297,87+20,5° 297,00

Significancias (P<0,05): * vs Sedentdrio; ® s 1> Semana (* Teste-t de Student; ” Teste-t de

Student Pareado; ¢ ANOVA).

Composicao Corporal da Carcaca e das Visceras

Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 1.3. Nao foram observadas
diferencas significativas (p>0,05) das percentagens de dgua, proteina e gordura na carcaga
vazia e nas visceras entre os grupos experimentais. Contudo, constatou-se que a
percentagem de dgua foi maior na carcagca (31,5%) comparada a das visceras, € que a
percentagem de gordura foi maior nas visceras (161,3%) comparada a da carcacga vazia. A

fracdo protéica apresentou valores semelhantes em ambas as partes.

Tabela 1.3. Percentual de dgua, gordura e proteina na carcaga e nas visceras (%).

Agua Gordura Proteina
Carca(;a a MédiaxzDP Mediana MédiazDP Mediana MédiaxDP Mediana
SSS 69,01+1,3 69,56 21,9544,3 20,99 84,34+2.0 84,76
SC 68,25+1,7 68,85 24,84+4.2 24,10 83,7722 83,57
SCC 68,92+1,0 68,80 23,4043,2 24,21 82,52+2.0 81,69
ESS 68,734+0,9 69,60 15,5143,1 15,15 83,06+0,8 82,91
EC 69,7942.2 68,90 18,46+4,3 18,20 82,71+1,7 82,25
ECC 69,09+0,9 68,87 20,27£2.4 20,86 83,53+1,4 83,39
Visceras *
SSS 53,9844,1 53,83 50,5846,5 4991 81,81+1,5 82,38
SC 50,6743,2 51,21 57,69+4,9 58,97 81,38+1,5 81,88
SCC 50,4943 .3 50,13 57,5045,5 58,82 82,42+49 82,19
ESS 53,3442.4 52,88 53,5044,3 55,18 81,57+1,8 81,96
EC 53,3745,9 54,05 51,58+10,2 52,27 81,86+1,7 82,44
ECC 52,9443,1 52,51 54,3845,3 55,83 82,00+2,1 81,60
*ANOVA.
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A tabela 1.4 apresenta os dados da composi¢do corporal da carcaga e das visceras
em funcdo do exercicio. Observou-se que os animais exercitados apresentaram um
percentual de gordura na carcaca vazia significativamente menor (30,2%, p<0,05) quando
comparados ao dos animais sedentdrios. Nao foram observadas nenhuma diferenca
estatistica para as percentagens das fragdes dgua e proteina entre os grupos exercitados e

sedentérios, como também para a percentagem de proteina nas visceras.

Tabela 1.4. Percentual de dgua, gordura e proteina na carcaca e nas visceras em funcdo do

exercicio (%).

Agua Gordura Proteina
Carcaca Média+DP Mediana MédiatDP Mediana Média+DP Mediana
Sedentario 68,75+1,4 69,01 23,40+4,0 23,51 83,58+2,1 83,52
Exercicio 69,21£1,5 69,19 17,97+3.8% 18,02 83,08+1,3 82,99
Visceras
Sedentdrio 51,76£3,8 51,82 55,18+6,4 55,38 81,85+1,6 82,08
Exercicio 53,23+3,8 53,27 53,10+6,9 54,69 81,70£1,8 81,82

* Significancia (P<0,05) vs Sedentdrios (Teste-t de Student).

Os dados da composi¢do corporal da carcaca e das visceras em func¢do da
suplementacdo estdo apresentados na tabela 1.5. Ndo foram observadas diferencas
estatisticas (p>0,05) entre as percentagens das fracOes de &dgua, gordura e proteina na

carcaga vazia e nas visceras entre os animais suplementados e ndo suplementados.

Tabela 1.5. Percentual de dgua, gordura e proteina na carcaca e nas visceras em funcio da

suplementacao (%).

Agua Gordura Proteina
Carcaca ? MédiatDP Mediana MédiatDP Mediana Média+DP Mediana
Sem Suplemento 68,94+1,2 69,29 19,3045,0 18,73 83.,81+1,7 83,52
Creatina 68,88+2,0 69,28 22,2145,2 22,77 83,33+2.0 83,07

Creatina Cafeina 68,99+0,9 68,88 22,1533 21,73 82,93+1,8 81,35

Visceras?

Sem Suplemento 53,7243 .4 53,00 51,7845,7 53,96 81,71£1,6 82,08

Creatina 51,78+4,5 52,36 55,17£7,9 54,72 81,57£1,5 81,90
Creatina Cafeina 51,4743 .4 51,81 56,2545,5 56,73 82,26+1,9 81,82
*ANOVA.
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Creatinina Urindria

Os resultados obtidos na determinagdo da creatinina urindria estao apresentados nas
tabelas 1.6, 1.7, 1.8, 1.9 e 1.10. Nao houve diferenca significativa (p>0,05; Tabela 1.6) no
conteiido de creatinina urindria absoluta entre os grupos no inicio do tratamento (1*
semana). Na segunda semana, apds a ingestdo da carga de creatina, porém, o conteido de
creatinina urindria absoluta foi significativamente maior (37,4%, p<0,05) no grupo SC
comparado ao da 1* semana. Todavia, entre os grupos, ndo foi observada nenhuma
diferenca estatistica (p>0,05). Da mesma forma, na sexta semana, ndo houve diferenca
estatistica entre o conteido de creatinina urindria absoluta dos grupos experimentais.
Todavia, o contetido de creatinina urindria absoluta aumentou significativamente em todos
os grupos se comparados ao da primeira semana (SSS: 80,5; SC: 112,6; SSC: 83,9; ESS:
69,3; EC: 100,6 e ECC: 68,1%) e ao da segunda semana (SSS: 95,6; SC: 54,7; SSC: 93,5;
ESS: 69,9; EC: 54,2 e ECC: 59,2%).

Tabela 1.6. Contetdo de creatinina urindria absoluta (mg/24h).

. 1* Semana 2% Semana 6* Semana
Grupos MédiaxDP Mediana MédiaxDP Mediana MédiaxDP Mediana
SSS 37,87£13,3 40,68 34,93+6,2 34,68 68,34+13.8 68,58
SC 34,08+9,9 37,95 46,84+4.4 * 45,60 72,47+11,3 ab 76,80
SCC 39,4446,5 40,81 37,48+11,8 38,76 72,53+10,6 ° 69,48
ESS 33,79+7,9 33,44 33,67+10,5 33,00 57,1949 ab 57,96
EC 34,98+8,7 36,96 42,33+£7,0 46,32 68,48+5,0 " 70,74
ECC 39,67+2,8 35,05 41,90+9,1 44,52 66,70+9,1 *° 66,27

Significancias (P<0,05): * vs 1* Semana; ° vs 2* Semana (> ANOVA Medidas Repetidas; ©
ANOVA).

O fator exercicio ndo causou nenhuma alteracdo significativa (p>0,05; Tabela 1.7)
no conteido de creatinina urindria absoluta nas primeira e segunda semana. Na sexta
semana, entretanto, foi observada uma significativa redugao (p<0,05) da creatinina urinéria
absoluta nos animais exercitados comparados ao dos sedentédrios (12,3%). Observou-se,
também, um aumento significativo da creatinina urindria absoluta nos animais exercitados e
sedentdrios quando comparados aos da primeira (93,2 %) e segunda (78,4%) semanas.

Em func¢io da suplementacdo, na primeira semana, o contetido de creatinina urinéria

absoluta ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05; Tabela 1.7) entre os animais nao
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suplementados e os suplementados com creatina e creatina mais cafeina. Mas, na segunda
semana, os animais suplementados com creatina exibiram um aumento significativo
(33,6%; p<0,05) em comparagido a primeira semana € em comparacao aos animais sem
suplementacdo (33,0%). Na sexta semana, todos os grupos apresentaram uma elevacao
significativa do contetido de creatinina urindria absoluta aos da primeira (SSS/ESS: 78.4;
SC/EC: 111,8 e SCC/ECC: 77,5%) e da segunda (SSS/ESS: 86,0; SC/EC: 58,5 e

SCC/ECC: 76,9%) semanas. Os animais suplementados com creatina mostraram contetido

de creatinina urindria absoluta maior que o dos animais ndo suplementados (13,3%).

Tabela 1.7. Contetido de creatinina urindria absoluta em funcao do exercicio e da

suplementacio (mg/24h)

1? Semana 2% Semana 6% Semana

Exercicio Média=DP Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana
Sedentario 37,21+10,0 40,15 39,6749,5 42,1 71,88+11,1 % 71,40
Exercicio 35,86+7,1 36,80 40,00+10,1 42,06 63,99+8,0 abe 62,79
Suplementacio

Sem Suplemento 35,73+10,7 35,64 34,27+8.6 33,72 63,75£122° 62,40
Creatina 34,11+8,8 37,95 4557+6,5 “ 45,96 7224474 % 72,45 ¢
Creatina-Cafeina 39,55+4.9 40,15 39,69+10,5 42,60 70,20£10,1 *° 69,48

Significancias (P<0,05): * vs 1* Semana; by 20 Semana; © vs Sedentérios; 4ys Sem

Suplemento (a’b ANOVA Medidas Repetidas; ¢ Teste-t de Student; d Kruskal-Wallis).

Os resultados da correlacdo entre o conteddo de creatinina urindria absoluta obtida
na sexta semana e os parametros da composi¢do corporal da carcaca e das visceras estdo
apresentados na tabela 1.8. Observou-se que ndo houve correlacdo significativa entre estes
pardmetros (Correlagdo de Pearson ou Spearman, p>0,05). Todavia, foi observada uma
correlagdo positiva regular (Correlagdo de Spearman, rs = 392 e p = 0,0066) entre o ganho
de peso com a elevacdo do contetido de creatinina urindria absoluta durante ao longo das

seis semanas de tratamento.
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Tabela 1.8. Correlagdo entre creatinina e fatores da composi¢@o corporal na sexta semana.

Creatinina Valor de p
Peso Corporal r=0,240 0,099
Agua (Carcaga) rs = 0,239 0,173
Agua (Visceras) rs = 0,029 0,844
Gordura (Carcaga) rs =-0,099 0,500
Gordura (Visceras) rs =-0,006 0,966
Proteina (Carcaca) rs =-0,017 0,966
Proteina (Visceras) rs =-0,051 0,732

Em func¢do da correlac@o positiva observada acima, os dados de creatinina urindria
(mg/24h) foram normalizados pelo peso corporal dos animais. Desta forma, foi
determinado o conteddo de creatinina urindria relativa (mg/24h/g).

Nao foi observada diferenca significativa (p>0,05; Tabela 1.9) no conteudo de
creatinina urindria relativa entre os grupos na primeira semana. Na segunda semana, o
conteudo de creatinina urindria relativa foi significativamente menor no grupo SSS (90,4
%) e maior no ESS (18,5%) comparados aos da 1* semana. Além disso, os grupos SC e
ESS apresentaram conteudos de creatinina urindria relativas significativamente maiores que
os do grupo SSS (97,8 e 62,4%, respectivamente). Na sexta semana, observaram-se uma
elevacdo no grupo SSS (129,6%) e uma reducido no grupo ESS (72,3%) significativas
comparadas a segunda semana. Nesta mesma época, o grupo SSS apresentou conteudo de

creatinina urindria relativa significativamente maior que o do grupo ESS (77,6%).

Tabela 1.9. Conteddo de creatinina urindria relativa (mg/24h/g)

1 Semana 2% Semana 6* Semana
Grupos Média+DP Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana
SSS 0,495+0,145 0,462  0,260+0,072° 0,271 0,597+0,163 ¢ 0,602
SC 0,445+0,166 0,415 0,522+0,247 0,440 0,504+0,306 0,393
SCC 0,339+0,055 0,322 0,326+0,105 0,296 0,370+0,079 0,361
ESS 0,465+0,089 0,488  0,551+0,193° 0,536° 0,320+0,071 0,339 *
EC 0,438+0,121 0,425 0,468+0,185 0,428 0,327+0,057 0,341
ECC 0,420+0,109 0,439 0,496+0,248 0,490 0,367+0,125 0,298

Significancias (P<0,05): * vs SSS; ° vs 1* Semana; ¢ vs 2* Semana (* Kruskall Wallis; ™

Friedman ou ANOVA Medidas Repetidas).

O fator exercicio ndo promoveu alteracdo significativa (p>0,05; Tabela 1.10) no

conteddo de creatinina urindria relativa na primeira semana. Porém, na segunda semana, foi
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observado um contetido de creatinina urindria relativa significativamente maior nos animais
exercitados comparado ao dos sedentdrios (56,1%), entretanto, na sexta semana, foi
observada uma reducdo significativa nos animais exercitados comparados aos sedentdrios
(38,1%). Também, na sexta semana, foi identificada uma elevacdo significativa para os
animais sedentdrios e uma reducdo para os exercitados comparados a segunda semana (45,2
e 48,5%, respectivamente).

Em funcido da suplementacdo, o conteudo de creatinina urindria relativa ndo
apresentou diferenca estatistica (p>0,05; Tabela 1.10) no decorrer das semanas. No entanto,
na primeira semana, os animais suplementados com creatina mais cafeina mostraram
conteiido de creatinina urindria relativa menor que o dos animais ndo suplementados

(11,6%).

Tabela 1.10. Conteudo de creatinina urindria relativa em funcdo do exercicio e da

suplementacdo (mg/24h/g)

1? Semana 2% Semana 6% Semana
Exercicio MédiazDP Mediana MédiazDP Mediana MédiaxzDP Mediana
Sedentério 0,424+0,142 0,380  0,368+0,189 0,312 0,490+£0,219 0,453 °
Exercicio 0,441%0,105 0,455 0,505+0,206 0,487?* 0,337+0,095° 0,328*
Suplementacao
Sem Suplemento 0,479+0,116 0,478  0,413+0,208 0,421 0,483+0,191 0,470
Creatina 0,441+0,140 0,423  0,494+0,212 0,440 0,431+0,249 0,345

Creatina-Cafeina  0,380+0,095° 0,339  0,411%0,205 0,362 0,369+0,095 0,347

SignificAncias (P<0,05): * vs Sedentdrio; ® vs Sem Suplemento; ¢ vs 2* Semana (* Mann

Whitney; ® ANOVA; ¢ Friedman ou ANOVA Medidas Repetidas).
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar se um programa de exercicio de
saltos intermitentes associados a suplementacdo de creatina e cafeina poderia promover
alteracdes na composi¢io corporal de ratos. A caracterizacdo do modelo de exercicio foi
realizada através da avaliacdo da concentracdo de lactato sangiiineo durante a execucdo de
uma tarefa idéntica a uma sessao de treinamento aplicada aos animais ao longo do periodo
experimental. Os resultados mostraram que a concentragdo de lactato sangiiineo elevou-se
significativamente da situagdo de repouso para a segunda série e desta para a quarta série
(2,59+0,6; 7,01£1,5 e 9,75+2,0; média+DP, respectivamente).

Durante o exercicio de curta duragdo e alta intensidade hd uma maior participagdo
da glicdlise anaerébica a fim de promover a liberacdo de energia para o exercicio e o
piruvato é reduzido a lactato por recep¢do dos elétrons do NADH e conseqiiente
regeneracio do NAD", reacdo necesséria para que o fluxo glicolitico prossiga (Denadai,
2000, Foss e Ketetian, 2000). Em repouso, os niveis de lactato sd@o baixos e estiveis (~2
mmol/L em ratos, Gobatto et al., 2001), pois a produgdo é balanceada pela remog¢do. O
acimulo de lactato durante o exercicio ndo é resultado simplesmente do aumento da
produ¢do muscular, mas também da liberacdo, distribui¢do e eliminacdo do lactato
sanguineo. Um desequilibrio entre produgdo e remocdo leva o lactato a se acumular
primeiramente no musculo e posteriormente no sangue (Brooks, 1995).

No presente estudo, os niveis de lactato sangiiineo apresentados pelos animais em
repouso e durante as séries de saltos sao similares aos observados em outros estudos usando
natacdo continua com sobrecarga (Gobatto et al., 2001; Freitas, 2004). Observa-se que a
concentracdo de lactato sangiiineo que indica a ocorréncia do desequilibrio entre producido
e remog¢do em ratos durante natagdo com sobrecarga € em torno de 5.5 mmol/L (Gobatto et
al., 2001). Assim, os niveis apresentados pelos animais do presente estudo, a partir da
segunda série de saltos, indicam que a energia utilizada para a execucdo de uma sessao de
exercicio de saltos verticais intermitentes com sobrecarga era proveniente da glicllise
anaerdbia, predominantemente.

No presente estudo todos os animais ganharam peso significativamente ao longo do

periodo experimental (Figura 1.4), pois eram animais em fase de crescimento (45 a 92
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dias). Apesar da indicac¢do de que a creatina eleva o peso corporal apds as fases de carga e
manutencio de sua suplementagdo (Kinugasa et al., 2004; Brose et al., 2003; Lehmkuhl et
al., 2003), os dados do presente estudo mostram que ndo ocorreu alteragdo no ganho de
peso corporal decorrente da ingestdo de creatina, resultados similares aos de outros estudos
(Mendes et al., 2004; Parise et al., 2001; Stout et al., 2001). Da mesma forma, a ingestdo de
creatina mais cafeina ndo afetou o ganho de peso dos animais.

Entretanto, o fator exercicio reduziu o ganho de peso dos animais. Entre os grupos,
os animais exercitados (ESS e ECC) exibiram ganho de peso corporal significativamente
menor se comparados aos do grupo SSS e SCC (10,3 e 8,6 %; respectivamente).
Independentemente da suplementagdo (Tabela 1.2), os animais exercitados também
apresentaram menor ganho de peso se comparados aos sedentdrios (10, 6 %; p<0,05), apds
a 6" semana. Esta reducdo de peso corporal em funcdo do exercicio € normalmente
creditada ao treinamento de endurance (Osei-Tutu e Campagna, 2005; Franco et al., 2003;
Cortright et al., 1997). Porém, em resposta ao exercicio anaerdbico era esperado que esta
alteracdo ocorresse em menor magnitude devido ao efeito do excesso de “consumo de
oxigénio pos-exercicio” (efeito EPOC) (Fukuba et al., 2000).

Um dos principais achados deste estudo foi que a ingestdo de creatina e de creatina
associada a cafeina ndo estimulou a reten¢do de dgua no musculo (Tabelas 1.3 e 1.5),
contrariando a proposicao de vdrios autores (Murphy et al., 2004; Yoshizumi e Tsourounis,
2004; Nomura et al., 2003; Powers et al., 2003; Vandenberghe et al., 1996). Tal proposi¢ao
baseou-se em que a suplementagdo de creatina poderia elevar os estoques intramusculares
de creatina livre e PCr, que, por sua vez, induziria um efeito osmético de reter maior
quantidade de dgua (Ceddia et al., 2004; Brose et al., 2003; Louis et al., 2003). Além disso,
0 aumento na retenc@o hidrica poderia promover uma elevacdo no peso corporal (Brilla et
al., 2003; Louis et al., 2003), o que também ndo foi observado no presente estudo (Tabela
1.2 e Figura 1.4). Contudo, apesar da utilizacio de métodos indiretos, Eckerson et al.
(2004) e Mendes et al. (2004) também ndo observaram aumento de peso corporal em
resposta a suplementagdo com creatina.

De acordo com Lloyd et al. (1998), a cafeina exerce uma acgdo diurética leve
podendo reduzir o volume total de dgua corporal, efeito este antagdnico ao da creatina. Os

resultados do presente estudo identificaram que os animais dos grupos que consumiram
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creatina associada a cafeina ndo exibiram diferenca na fracdo de 4gua da carcacga ou das
visceras comparada a dos animais dos grupos que ingeriram apenas creatina. Isto sugere
que a adi¢do da cafeina a creatina ndo afetou a retencdo hidrica (Tabelas 1.3 e 1.5). Persky
et al. (2003) e Vanakoski et al. (1998) relataram que a ingestdo de cafeina nio alterou a
absor¢do e a farmacocinética da creatina, o que reforca os resultados do presente estudo.
Contudo, hd de se observar que no presente estudo, utilizou-se uma dose de creatina
semelhante ao usado no trabalho de Vanakoski et al. (1998), porém, a dose de cafeina usada
no presente estudo foi 2,14 vezes maior que a usada por estes autores e, ainda assim, ndo
interferiu no conteddo de dgua corporal.

Tem sido reportado que a suplementacdo de creatina incrementa o ganho de massa
muscular pela acentuada retencdo hidrica (Murphy et al., 2004; Nomura et al., 2003;
Powers et al., 2003) e/ou pela elevada taxa de sintese protéica (Volek et al., 2004; Brose et
al., 2003; Louis et al., 2003). A reten¢do de dgua seria responsavel pelo aumento na pressao
osmotica intramuscular, que, por sua vez, promoveria uma maior taxa de incorporaciao de
leucina na miosina de cadeia pesada nos musculos esquelético e cardiaco (Parise et al.,
2001). Todavia, os resultados do presente estudo mostram que tanto a administracdo de
creatina, como de creatina mais cafeina, ndo afetou o ganho de peso corporal (Tabela 1.2),
a incorporagdo de compostos nitrogenados no musculo e visceras e o conteido de dgua
muscular (Tabelas 1.3 e 1.5), sugerindo nao ter havido modifica¢do na taxa de incorporagdo
de proteina. Resultados semelhantes foram reportados em outros estudos (Mendes et al.,
2004; Eijnde et al., 2003; Parise et al., 2001).

A possivel acdo anti-catabdlica da creatina sobre os aminodcidos de cadeia
ramificada reduzindo a taxa de oxidagdo e degradagdo de leucina muscular poderia refletir
num alterado turnover protéico atenuando a protedlise, que seria mais significativo devido a
massa muscular representar de 25 a 30% do turnover protéico corporal total (Jowko et al.,
2001; Parise et al., 2001). Contudo, isto ndo foi observado no presente estudo, pois nio
houve diferenca no conteido de proteina entre os animais dos grupos com e sem
suplementacao de creatina (Tabelas 1.3 e 1.5).

O estudo de Jowko et al. (2001) verificou, através do balango de nitrogénio urindrio,
onde excluia as perdas pelo suor e matéria fecal, que a creatina ndo alterou a retengdo de

nitrogénio corporal, sugerindo que este suplemento ndo promoveu aumento liquido de
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nitrogénio, sendo improvével que tenha afetado a sintese de proteina liquida. Os resultados
observados nos animais deste estudo, onde foi administrada uma dose de creatina 33,3%
maior e utilizou-se método de determinag@o de nitrogénio na carcaga e visceras pela técnica
de Kjeldahl, foram semelhantes, sugerindo também que a creatina ndo interferiu na
incorporac¢do de nitrogénio corporal total.

No presente estudo, nenhum efeito da ingestdao de creatina e desta associada a
cafefna sobre a incorporag¢do de proteina foi identificado (Tabelas 1.3 e 1.5). Esperava-se
que a cafeina, por elevar as catecolaminas e inibir o receptor de adenosina, fosse capaz de
melhorar a performance durante o exercicio e, assim, promover maior hipertrofia muscular
(Deslandes et al., 2004; Johnston et al., 2003). Por outro lado, a liberacdo de célcio do
reticulo sarcoplasmético induzida pela ingestdo prolongada de cafeina poderia direcionar
uma deplecao cronica nos niveis intracelulares de célcio induzindo a fadiga e prejudicando
a sintese protéica (Xing et al., 2004). Além disso, tem sido relatado que a interacdo da
cafeina com a creatina pode reduzir os estoques e a farmacocinética da creatina, que
poderia afetar negativamente o processo da sintese protéica (Vandenberghe et al., 1996).

No presente estudo, o modelo de exercicio utilizado ndo afetou o percentual de
proteina na carcaga e visceras, independente da suplementacdo (Tabelas 1.3 e 1.4).
Todavia, em estudo prévio observou-se que o exercicio intermitente de saltos verticais
aumentou significativamente o percentual de proteina na carcaca de ratos adultos (120 dias;
Franco et al., 2004). Outros estudos tém demonstrado que o exercicio anaerdbico
intermitente acentua a hipertrofia da fibra muscular (Volek et al. 2004; Hespel et al. 2001;
Vandenberghe et al., 1996), drea da secdo transversal muscular (Hespel et al. 2001), e
expressao mRNA da miosina da cadeia pesada e a sintese de proteina (Volek et al., 2004).

Os resultados do presente estudo mostraram que a suplementagdo, independente do
exercicio, também ndo afetou o percentual de proteina (Tabela 1.5). A ineficicia da creatina
associada ao exercicio em interferir na incorporagdo de proteina também foi verificada por
McClung et al. (2003) que relataram que a suplementacdo de creatina associada ao
exercicio elevou a sintese protéica muscular cardiaca, mas nao da proteina corporal total.
Da mesma forma, Louis et al. (2003) observaram que o exercicio de poténcia anaerdbica
(leg press) acentuou a taxa de sintese protéica miofibrilar e sarcoplasmatica, mas a creatina

ndo apresentou nenhum efeito anabdlico sobre a proteina muscular.
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No presente estudo, a ingestdo de cafeina e creatina ndo afetaram os percentuais de
gordura da carcaga e das visceras (Tabela 1.5). Tem sido sugerido que a administracdo de
creatina ndo exerce efeito direto sobre o consumo de gordura, porém, a ingestdo de cafeina
pode elevar a mobilizacdo, transporte e oxidacdo de 4cidos graxos livres (Acheson et al.,
2004; Greenway et al., 2004), poupar os estoques de glicogénio muscular (McLellan et al.,
2004; Hespel et al., 2001) e reduzir o peso corporal (Greenway et al., 2004). Esta acao
sobre as gorduras poderia ocorrer em fungdo da cafeina inibir os receptores de adenosina
Al e a enzima fosfodiesterase, que, por sua vez, elevaria os niveis de AMPc promovendo
maior lipdlise, liberacao de catecolaminas e ativacdo do SNC (Halldner et al., 2004; Tieges
et al., 2004). Os resultados observados no presente estudo sugerem que a creatina pode ter
reduzido a agdo da cafeina em acentuar a oxidac¢do de gordura, mas, andlises especificas sdo
necessarias.

Os estoques de gordura corporal ndo sdo limitantes da performance do exercicio
anaerdbico, pois sua disponibilidade em fornecer energia é mais lenta que a demanda do
exercicio de curta duracdo e alta intensidade (Jackman et al., 1996). Todavia, tem sido
mencionado que o consumo de oxigénio (VO,) permanece elevado por diversas horas apds
o exercicio de alta intensidade e curta duracao (até 60 segundos), sendo acompanhado por
um processo bioquimico especifico no misculo ativo aumentando o metabolismo
energético (Stefanova, 2000). Acredita-se que tais alteracdes promovem o efeito do
“consumo de oxigénio pos-exercicio” (EPOC), onde sua magnitude tem mostrado ser um
fator importante na perda de peso (Thornton e Potteiger, 2002; Fukuba et al., 2000). No
presente estudo observou-se que o percentual de gordura reduziu (30,2%) em fun¢do do
exercicio apds a 6* semana (Tabela 1.4). Contudo, acredita-se que esta reducdo nio tenha
ocorrido pelo gasto energético direto do exercicio, mas sim, pela acdo do exercicio
anaerébico em promover um déficit de oxigénio elevando o custo energético pds-exercicio
pelo efeito EPOC, que tem sido exibido manter-se incrementado por até 7 horas apos o
término do exercicio (Fukuba et al., 2000). A elevacdo da concentracio de lactato entre as
medidas pré-exercicio e apds a 4* serie de saltos (2,59+0,6 e 9,75+2,0; média+DP,
respectivamente, 286,7%) representa a magnitude das alteragdes metabodlicas anaerdbicas
glicoliticas promovidas pelo exercicio desenvolvido, sugerindo um maior gasto energético

pos-exercicio para equilibrar o déficit de oxigénio.
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Os resultados do presente estudo mostraram que na sexta semana O exercicio
promoveu uma reducdo na excrecdo de creatinina urindria absoluta (12,3%; Tabela 1.7) e
relativa (38,1%; Tabela 1.10), como também na creatinina urindria relativa da 2* para a 6*
semana (48,5%; Tabela 1.10), independentes da suplementagdo. Estes resultados ndo eram
esperados e a explicacdo para este fendmeno ndo € conhecida. As principais fontes
energéticas para o exercicio de curta duragdo e alta intensidade sdo os estoques de ATP
musculares, o sistema ATP-PC e a glicdlise anaerdbica. Devido ao acelerado metabolismo
energético decorrente do exercicio, o sistema ATP-PC apresenta alta participacdo na
geragdo de energia, pois a PCr fornece fosfato para regenerar o ADP formado pela hidrélise
do ATP. Em funcdo disso grande quantidade de creatina pode ser convertida em creatinina
apds exercicio intermitente méximo (Mendes et al., 2004; Gil et al., 2004; Turgut et al.,
2003). Os niveis urindrios de creatinina estdo relacionados com a atividade da enzima
creatina-quinase e a forca muscular (Chung et al., 2003; Havenetidis e Bourdas, 2003). No
entanto, o grupo ESS apresentou uma elevagdo na excre¢do de creatinina urindria relativa
da primeira para a segunda semana e uma maior creatinina relativa comparada ao grupo
SSS na segunda semana (18,5 e 97,8%; respectivamente, Tabela 1.9). Também, na segunda
semana, os animais exercitados exibiram maiores valores comparados aos dos animais
sedentarios (56,1; Tabela 1.10). Estes resultados sdo coerentes ao mecanismo acima
referido. Assim, sugere-se que em novos estudos o uso de creatina e creatinina marcadas
com isétopos estdveis possa identificar a verdadeira via da utilizagdo da creatina e a
procedéncia da creatinina excretada apds o exercicio.

Neste estudo mostrou-se que o conteido de creatinina urindria absoluta apresentou-
se elevado nas segunda e sexta semanas em comparagdo ao da primeira semana (Tabelas
1.6 e 1.7). A elevacdo dos estoques de creatina corporal, devido sua suplementacdo, poderia
aumentar a excrecdo de creatinina urindria, decorrente de uma reacdo ndo enzimatica em
pH baixo e temperatura de aproximadamente 25°C (Havenetidis e Bourdas, 2003; Smith-
Palmer, 2002). Esta excre¢do tem sido usada como um marcador do tamanho de massa
muscular, devido este ser o local de maior estocagem de creatina (Chung et al., 2003; Taes
et al., 2003). Além do mais, esta alteragdo poderia ser justificada pelo aumento do peso
corporal dos animais no decorrer do experimento, observada pela correlagcdo positiva

regular (Correlagdao de Spearman, rs = 0,392 e p = 0,0066) entre o ganho de peso corporal e

25



a elevacdo do conteddo de creatinina urindria absoluta entre as semanas avaliadas. Tais
resultados sdo confirmados ao analisarmos a maioria dos dados de creatinina urindria
relativa.

Também, foi mostrado que a ingestdo de creatina elevou o conteido de creatinina
urindria absoluta dos animais suplementados, tanto na segunda (33,0%) como na sexta
(13,3%) semana, quando comparado ao do grupo sem suplemento (Tabela 1.7),
independente do exercicio, como também, elevou o contetido de creatinina urindria relativa
na segunda semana para o grupo SC quando comparado ao grupo SSS (62,4%; Tabela 1.9).
Tais resultados sdo coerentes com os de outros estudos (Tarnopolsky et al., 2004;
Havenetidis e Bourdas, 2003; Farquhar e Zambraski, 2002; Edmunds et al., 2001). Isso
poderia ser explicado pela limitada capacidade de estocar creatina, quando esta apresenta
em altos niveis plasmaticos, devido ao sistema de transporte ser saturado e reduzir a
expressao da proteina transportadora de creatina (Speer et al., 2004; Tarnopolsky et al.,
2003). Segundo Havenetidis e Bourdas (2003), apds a suplementagdo de diferentes doses de
creatina, a excrec¢do urindria de creatina e creatinina apresentam-se linearmente elevadas,
demonstrando o quanto este indice € sensivel a administracdo de creatina. Contudo, o fator
suplementacdo nao interferiu no contetido de creatinina urinéria relativa na segunda e sexta
semanas (Tabela 1.10), sugerindo que os diferentes tipos de suplementacdo utilizada nao
foram responsdveis pela elevacdo da creatinina urindria absoluta observada (Tabela 1.7).
Nestes estudos acima mencionados os dados do contetido de creatinina foram apresentados
em valores absolutos, ndo sendo normalizados pelo peso corporal, insinuando que a a¢do da
creatina em elevar a excrec¢do de creatinina urindria poderia ser minimizada ao determinar a
taxa de creatinina urindria relativa.

A ingestdo de creatina associada a cafeina ndo alterou significativamente a excre¢ao
de creatinina urindria absoluta e relativa (Tabelas 1.7 e 1.10), independente do exercicio.
Uma possivel interferéncia nos estoques e na farmacocinética da creatina pela agdo em
conjunto com a cafeina (Vandenberghe et al., 1996) poderia minimizar a absorcao da
creatina dietética elevando, assim, a excre¢@o de creatina urindria, mas isto nao foi avaliado

no presente estudo.
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CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementagdo de creatina, assim como a sua combinagdo com a
cafefna, ndo interferiram no ganho de peso corporal e na composicdo de dgua, proteina e
gordura da carcaga e visceras dos animais, independentes do exercicio. O programa de
exercicio, por sua vez, independente da suplementagdo, reduziu o ganho de peso corporal e
o percentual de gordura na carcaca, mas nao alterou o contetiido de proteina e a retengdo de
dgua. As ingestOes aguda e cronica de creatina elevaram os contetidos de creatinina urinéria
absoluta, independentes do exercicio; enquanto que o programa de exercicio, independente
da suplementagdo, reduziu a creatinina urindria absoluta na sexta semana. A administra¢io
de creatina adicionada a cafeina ndo alterou a excrecdo de creatinina, independente do
exercicio. No entanto, a suplementac@o de creatina nao interferiu no contetido de creatinina
urindria relativa na segunda e sexta semanas, independente do exercicio; ao passo que o
programa de exercicio elevou a creatinina relativa na segunda semana e reduziu na sexta

semana, independente da suplementacao.
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CAPITULO 2:

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE CREATINA ASSOCIADA OU NAO A
CAFEINA SOBRE A PERFORMANCE E A RESISTENCIA OSSEA EM RATOS
WISTAR SUBMETIDOS A EXERCICIO ANAEROBICO INTERMITENTE

INTRODUCAO

A creatina e a cafeina tém sido muito utilizadas no meio esportivo e na pratica de
atividade fisica objetivando melhora da performance fisica. Entretanto, os efeitos destes
ergogénicos associados ao treinamento fisico sobre a performance em diferentes tipos de
exercicio ndo sdo ainda conclusivos.

O beneficio ergogénico da creatina baseia-se nas suas fungdes em fornecer energia
tempordria, transportar energia do sitio de produgao (mitocondria) para o sitio de consumo
(citosol) e manutenc¢do da taxa de ressintese de ATP/ADP (Greenhaff, 2001), como também
fornecer prétons de hidrogénio e regular a glicélise (Demant e Rhodes, 1999). A ingestao
de creatina pode incrementar o pool de energia intracelular em fun¢do da elevacao da taxa
de ressintese de fosfocreatina (PCr), que reduz o acimulo de fosfato inorganico e eleva o
pH promovendo, assim, melhores condi¢des para a performance fisica (Yquel et al., 2002).
A fosfocreatina regenera o ATP hidrolisado durante o exercicio pela acdo da isoenzima
creatina quinase, que catalisa reversivelmente a fosforilagdo da creatina proporcionando
mais fosfato de alta-energia ao musculo esquelético (Kaasik et al., 2003; Wyss e Kaddurah-
Daouk, 2000).

De acordo com Delecluse et al. (2003), os potenciais efeitos ergogénicos da creatina
sdao o aumento da poténcia e da for¢ca e a reducdo do tempo total de performance.
Entretanto, segundo McBride et al. (2002), a administragdo de creatina ndo resulta num
aumento da resisténcia a fadiga, mas sim, na redugao do tempo de recuperacdo pos-fadiga.
Alguns estudos indicam que a suplementacdo de creatina beneficia a performance em
exercicios de curta duracdo e alta intensidade (Eckerson et al., 2004; Branch, 2003), seja
em eventos de velocidade mdxima com esfor¢o unico (Selsby et al., 2003) ou com vdrias
repeticoes (Kreider, 2003), como também em eventos de poténcia anaerdbica (Kurosawa et

al., 2003), mas ndo em eventos de forca (McKenna et al., 2003). Entretanto, em outros
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estudos (Kinugasa et al., 2004; Delecluse et al. 2003; Dawson et al., 2002) estes efeitos
sobre a performance nestes eventos nao foram observados.

A ingestdo de cafeina, por sua vez, pode reduzir a taxa de glicogendlise muscular
durante o exercicio aerébico, em funcdo de agir como agente capaz de poupar o uso do
glicogénio pelo aumento da mobilizacdo e oxida¢do de gordura intra e extramuscular
(McLellan et al., 2004; Hespel et al., 2001). De acordo com Bell et al. (2002), doses baixas
de cafeina poderiam melhorar a performance em exercicio de longa duracdo, por mobilizar
gordura e poupar glicogénio.

Apesar da sugestdo de alguns estudos de que a cafeina ndo promova nenhum efeito
sobre a performance em exercicio de curta duracio e alta intensidade (James et al., 2004;
Vandeberghe et al., 1996), a melhora da performance em exercicios de poténcia (Bell et al.,
2002), do exercicio de esforco maximo (Doherty et al., 2004; Sekiguchi et al., 2003), da
capacidade anaerdbica (Doherty et al., 2004; Bell et al., 2002), e de endurance de curta
duracdo (Bruce et al., 2000) t€m sido reportadas. A acdo direta no musculo esquelético, que
eleva a transmissdo de estimulos no processo excitagdo-contragdo, é o efeito mais
importante da cafeina no exercicio anaerébico (Greer et al., 1998). Tem sido sugerido que a
cafeina incrementaria o tempo até a fadiga durante o exercicio de forca maxima (Williams,
2004; Paluska, 2003; Graham, 2001) em funcao da maior liberacao de fons de cdlcio (Ca2+)
do reticulo sarcoplasmético (RS) (Germinario et al., 2004; James et al., 2004), e que a
administragdo de cafeina potencializaria a produgdo de for¢ca muscular (James et al., 2004;
Paluska, 2003; Graham, 2001). Assim, a cafeina poderia aumentar o desempenho durante o
exercicio intenso (Doherty et al., 2004), mas, como conseqii€ncia, elevaria a concentragao
de lactato sangiiineo (Jackman et al., 1996), que ao contrdario, poderia reduzir a
performance devido a estes altos niveis de lactato durante o exercicio prejudicarem a
performance (Warskulat et al., 2004).

Baseados nos possiveis efeitos da creatina em elevar a massa corporal e a
performance durante exercicio anaerdbico (Eckerson et al., 2004; Branch, 2003; Kreider,
2003; Kurosawa et al., 2003; Selsby et al., 2003), e da cafeina por sua capacidade de agir
diretamente no musculo esquelético elevando a transmissdo de estimulos na interagdo
neuro-muscular (Germinario et al., 2004; Greer et al., 1998), pode se imaginar que elas

poderiam interagir e potencializar seus efeitos individuais sobre a performance durante
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exercicio anaerébico. Contudo, a farmacocinética da creatina pode sofrer interferéncia de
substancias dietéticas como cafeina, carboidratos e outros (van Loon et al., 2004; Hespel et
al., 2002; Vandenberghe et al., 1996), onde a cafeina poderia reduzir os estoques e a
farmacocinética da creatina (Doherty et al., 2002; Hesple et al., 2002) prejudicando seus
possiveis efeitos ergogénicos (Vanderberghe et al., 1996).

Vandenberghe et al. (1996) investigaram o possivel efeito da cafeina sobre a
cinética da creatina, ou seja, se a cafeina facilitaria a elevacdo da creatina exdgena no
tecido muscular. Eles demonstraram que a ingestdo aguda da creatina melhorou a produgio
de forca dindmica e aumentou a concentragdo de fosfocreatina (PCr) muscular em
humanos, porém o efeito ergogénico foi completamente eliminado quando a cafeina foi
ingerida junto a creatina. Hespel et al. (2002) identificaram que a cafeina teria um efeito
inverso a creatina sobre o tempo de relaxamento muscular durante o exercicio intenso. Em
contrapartida, Wyss et al. (2000) afirmaram que a cafeina ndo estimulou o acimulo de
creatina muscular em resposta a sua suplementacao. Doherty et al. (2002) observaram que a
cafeina poderia ter um efetivo ergogénico quando ingerida apdés o periodo de
suplementacdo da carga de creatina. Entretanto, pouco se sabe sobre a interferéncia da
cafeina na cinética da creatina. Considerando que a cafeina aumentaria o tempo até a fadiga
em exercicio de forca médxima e que a suplementacido de creatina reduziria o tempo de
recuperacdo poés-fadiga, a interacdo destes efeitos, por um longo periodo de ingestdo,
associado a um programa de treinamento fisico anaerébico intermitente ndo foi investigado
até o momento.

Tem sido mencionado que a cafeina por ser um suave diurético (Lloyd et al., 1998)
poderia aumentar a liberagdo de Ca® do reticulo sarcoplasmdtico (RS) e atenuar sua
recaptura (Sekiguchi et al., 2003; Huang et al., 2002; Ashizawa et al., 1998), além de elevar
o risco da formacdo de cdlculo renal (Massey e Sutton, 2004). A acidose metabodlica
proveniente do pH reduzido, alta concentracdo de bicarbonato, aumento na ingestdo de
proteina e producio de corpos cetdonicos, também aumentaria a excre¢do urindria de Ca™e
absorcdo intestinal deste (Rapuri et al., 2001; Ashizawa et al., 1997). O efeito da ingestdo
de cafeina ao longo prazo sobre o metabolismo de célcio é complexo, podendo reduzir
inclusive a absorcdo intestinal do cdlcio endégeno (Jasminka e Kerstetter, 2000). A

secrecdo de célcio € sensivel também ao conteddo de cdlcio plasmatico (Ashizawa et al.,
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1998; Ashizawa et al., 1997). No entanto, o possivel efeito deletério da ingestdo de cafeina
sobre a excre¢do de cdlcio tornaria mais pronunciado quando a ingestdo de cdlcio é
inadequada (Heaney, 2002; Rapuri et al., 2001), pois sua excre¢ao nao ¢ compensada apos
o consumo de cafeina (Massey e Sutton, 2004; Jasminka e Kerstetter, 2000). Recentemente,
tem sido hipotetizado que a disponibilidade de PCr também poderia regular a liberacdo de
célcio no RS (James et al., 2004; Yang e Steele, 2002; Duke e Steele, 1999), sugerindo que
a ingestdo de creatina, ao elevar o conteudo de PCr, poderia potencializar a liberagcdo de
Ca’ do RS, porém, a interacdo da ingestdo de creatina mais cafeina ndo foi investigada a
este respeito.

Bullen et al. (1999) relatam que a excre¢do de Ca®" na urina nio foi alterada apos o
exercicio aerdbico. Tem sido sugerido que o exercicio de alta intensidade e curta duracdo
fornece maior estimulo para o aumento da deposicdo e replecdo dos estoques de cdlcio
(Iuliano-Burns et al., 2003), entretanto, uma tnica série de exercicio de forca elevaria a
excre¢do de cdlcio em funcdo da maior acidose metabdlica, decorrente da concentracdo de
lactato ser elevada (Smith et al., 2003). Todavia, a excre¢do de cdlcio em fungdo da
combinacdo da ingestdo aguda ou cronica de creatina e cafeina associada ao exercicio
anaerdbico intermitente ndo tem sido estudada, até o presente momento.

A osteoporose caracteriza-se pela reducdo na microestrutura e densidade mineral
o0ssea (DMO) e, por conseqiiéncia, maior suscetibilidade a fratura 6ssea (Huang et al.,
2002; Jasminka e Kerstetter, 2000). O metabolismo 6sseo pode ser regulado, entre outros,
pelo hormonio da PTH, vitamina D e por aspectos nutricionais, como adequada ingestio de
célcio e o consumo de cafeina (Jasminka e Kerstetter, 2000). A baixa ingestdo de cdlcio
induz sua reduzida absorcdo, como também, uma diminui¢do na DMO associadas a
atenuacdo dos receptores de vitamina D, metabdlito ativo que facilita a absorcé@o intestinal
de célcio (Rapuri et al., 2001).

A ingestdo de altas doses de cafeina, além de ser diurética (Lloyd et al., 1998), pode
causar prejuizo ao organismo tais como desordens reprodutivas e cognitivas (Paluska et al.,
2003; Sardao et al., 2002), aumento da pressdo sangiiinea (James et al., 2004) e
desenvolvimento de carcinégenos (Caubet et al., 2004). Contudo, seus principais efeitos
deletérios sdo atribuidos ao aumento na liberacdo de Ca® do SR e a atenuacdo de sua

recaptura (Sekiguchi et al., 2003; Huang et al., 2002; Ashizawa et al., 1998), que pode
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implicar em reducdo da DMO e maior risco de fratura (Rapuri et al., 2001; Lloyd et al.,
1996), em funcdo do osso representar o maior reservatdrio corporal de cdlcio (Jasminka e
Kerstetter, 2000) e o cdlcio 6sseo ser o primeiro a ser excretado (Ashizawa et al., 1997). A
cafeina também poderia inibir a mineralizacdo 6ssea, diferenciacdo de osteoblastos e
formacdo da matriz extracelular, que poderia interferir negativamente em seus estoques
corporais de cdlcio (Massey e Sutton, 2004; Sekiguchi et al., 2003; Huang et al., 2002),
agravando os riscos de osteoporose devido as alteracdes na microestrutura 6ssea (Heaney,
2002; Lloyd et al., 1998).

A maximizacdo do pico de massa 6ssea tem sido considerada o fator mais
importante na prevencdo da perda 6ssea em fungdo da elevacdo da idade e subseqiiente
risco de fratura (Iwamoto et al., 1999). Contudo, a pratica esportiva pode ser considerada
um fator positivo para o metabolismo &sseo, pois a carga mecinica determina um
importante papel na regulacdo da massa dssea (Steinberg e Trueta, 1981). O treinamento de
endurance, tais como corrida e ciclismo, proporciona pouco (Huang et al., 2002; Rong et
al., 1997) ou nenhum beneficio (Creighton et al., 2001; Ashizawa et al., 1998) a DMO,
porém, os exercicios de alta intensidade e curta duracdo (Iuliano-Burns et al., 2003;
Ashizawa et al.,, 1998) e de alto impacto (Smith et al., 2003; Creighton et al., 2001;
Iwamoto et al., 1999) fornecem maior estimulo para o aumento da massa 6ssea e DMO.
Entre alguns dos beneficios promovidos pelos exercicios observa-se a reducio da atividade
dos osteoclastos (Guillemant et al., 2004), aumento no volume e espessura trabecular dssea
(Huang et al., 2002; Iwamoto et al., 1999) e aumento da osteocalcina (Rong et al., 1997).
Todavia, os efeitos da interagdo do exercicio anaerdbico intermitente associado a ingestao
de creatina mais cafeina sobre a excrecao de cdlcio poderiam ser potencializados, ou ndo,
afetando os riscos de osteoporose e fratura ssea.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar se a suplementagdo de creatina
associada ou ndo a ingestdo de cafeina interfeririam na performance e na forca de
resisténcia a fratura dssea em ratos Wistar sedentdrios e submetidos ao treinamento com
saltos verticais intermitentes. Objetivou-se ainda identificar se as suplementacdes aguda ou
cronica associadas ao exercicio intermitente de saltos verticais afetariam a excre¢do de

calcio urinario.
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MATERIAL E METODOS

Animais de Experimentacio e Tratamento

Foram utilizados inicialmente 60 animais (Rattus norvegicus — Wistar) adulto-
jovens machos com 45 dias de idade e peso inicial médio de 142,7 + 7,41g, obtidos do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde, da Universidade Federal de
Vigosa - MG. Estes foram alocados aleatoriamente em um dos 6 grupos (10 por grupo):
SSS — sedentdrios sem suplementos (n=10); SC — sedentdrio com creatina (n=10); SCC —
sedentédrio com creatina e cafeina (n=09); ESS — exercitado sem suplementos (n=07); EC —
exercitado com creatina (n=07); e ECC — exercitado com creatina e cafeina (n=06). As
perdas de animais ocorreram por causas independentemente a execucdao do programa de
exercicio.

Os animais foram alojados em gaiolas individualmente, por um periodo de 6
semanas, mantidos em ambiente com temperatura média de 24°C, fotoperiodo de 12 horas.
Todos os animais receberam de 15 a 20g de dieta semipurificada AIN-93M (Reeves et al.,
1993) e dgua destilada ad libitum.

O peso corporal foi aferido no primeiro dia de cada semana e no dia do sacrificio,
utilizando-se uma balanca eletronica digital (Marte - Brasil) com precisdo em miligrama,

sendo o peso dos animais sempre aferidos no mesmo horério do dia.

Suplementacao de Creatina e Cafeina

Os animais dos grupos SC e EC receberam suplementacdo didria de creatina; os
animais dos grupos SCC e ECC receberam suplementacdo didria de creatina mais cafeina,
adotando-se o procedimento para suplementagdo de creatina de 2 fases: carga e

manutencao.

A fase de carga teve a duracdo de sete dias e foi iniciada na primeira semana de
experimento. Os animais dos grupos com creatina receberam uma dose de 0,430g de
creatina (Power Nutriti0n®)/kg de peso corporal/dia adicionada a 15g de dieta
semipurificada (AIN-93 M), em funcdo da melhor absorcio da creatina quando

administrada juntamente com carboidrato (van Loon et al., 2004).
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A fase de manutencdo teve duracdo de cinco semanas e foi iniciada na segunda
semana. Nesta fase, os animais dos grupos com creatina receberam uma dose de 0,143g/kg
de peso corporal/dia adicionada a 15 a 20g de dieta semipurificada (AIN-93 M). Os animais
dos grupos com creatina e cafeina receberam uma dose de 15mg de cafeina/kg de peso
corporal/dia, que foi adicionada a dieta semipurificada dos animais.

Os animais dos grupos SSS e ESS receberam os mesmos procedimentos dos demais
grupos, contendo apenas a dieta semipurificada (AIN-93 M).

As doses da suplementacdo de creatina foram determinadas com base numa dose de
30g na fase de carga e 10g na fase de manutencdo para um homem de 70kg, doses estas de
creatina expressas por diversos autores como as maiores administradas em estudos com
humanos e animais (Lehmkubhl et al., 2003; Persky et al., 2003; van Loon et al., 2003), bem
como as doses de cafeina (Doherty et al., 2004; Hartley et al., 2004; O'Connor et al., 2004).

Programa de Exercicio

Para a adaptacdo dos animais dos grupos ESS, EC e ECC ao meio liquido, na
primeira semana de experimento os mesmos foram colocados num tanque de alvenaria
azulejado (largura: 60cm, comprimento: 75cm, altura: 80cm) com dgua na profundidade de
15cm e temperatura de 32 + 1°C, por 30 minutos didrios.

Para a realizacdo do programa de exercicio foram colocados dois tubos de PVC
(didmetro, 15cm; e altura, 60cm) fechado em sua extremidade inferior com tela de nylon
vazada. A sobrecarga do exercicio, percentagem do peso corporal, foi adicionada ao animal
utilizando-se esferas de chumbo inseridas em um colete (lycra) especialmente
confeccionado para os animais. A profundidade da dgua foi determinada por um percentual
da média do comprimento dos animais, maior distancia entre as extremidades dos membros
posteriores e as narinas estando o animal com o corpo e membros inferiores estendidos.

Ap6s uma semana de adaptacdo a dgua, o programa de exercicio foi iniciado. O
exercicio consistiu de saltos de impulsdo vertical desde o fundo do tanque (apoio dos pés)
até a superficie da dgua (narinas fora d’dgua). Os animais realizavam quatro séries de dez
saltos (40 saltos) com intervalo de descanso de um minuto entre as séries. Este programa
foi realizado 5 dias por semana, durante 5 semanas. A sobrecarga do exercicio foi

empregada da seguinte forma: na primeira semana os ratos realizaram as quatro séries de
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dez saltos estando a 4gua com profundidade de 120% do comprimento dos animais (média)
e com 20% do peso corporal do animal, nos dois primeiros dias, € 25% nos trés dias
seguintes. Durante a segunda semana, os animais exercitaram estando a dgua com
profundidade de 130% do comprimento dos animais e com sobrecarga de 30% de peso
corporal nos dois primeiros dias e 35% nos trés dias seguintes. Durante a terceira semana,
os animais realizaram os saltos estando a 4gua com profundidade de 140% do comprimento
dos animais e sobrecarga de 40% do peso corporal durante toda a semana. Durante a quarta
semana, os animais efetuaram os saltos estando a dgua com profundidade de 145% do
comprimento dos animais e sobrecarga de 45% do peso corporal durante toda a semana. Na
quinta e sexta semanas, os animais realizaram o programa de exercicio estando a 4gua com
profundidade de 150% do comprimento dos animais e sobrecarga de 50% do peso corporal

(adaptado de Oliveira et al., 2000).

Avaliaciao da Performance
Determinaciao do Tempo de Exercicio

Apé6s o periodo de tratamento, os animais realizaram quatro séries de dez saltos
verticais com intervalo de 1 minuto entre as séries, com sobrecarga de 50% do peso
corporal do animal, estando a profundidade da dgua a 150% do comprimento dos animais.
O tempo gasto para a realizacdo de cada série de dez saltos verticais previstos foi
monitorado (crondmetro digital Casio® Stopwatch HS-30W). O cronémetro foi acionado
no momento em que o animal perdeu contato com o solo no primeiro salto e travado

quando o animal atingiu a superficie da 4gua com as narinas no décimo salto.

Determinacao da Concentracao de Lactato Sangiiineo

Ap6s o periodo de tratamento, concomitante ao procedimento para a determinagdo
do tempo de exercicio, foi realizada a avalia¢do da concentracdo do lactato sangiiineo. As
medidas foram realizadas em trés momentos: 1) antes do exercicio; 2) apds a segunda série
de dez saltos; e 3) apds a quarta séries de dez saltos. O sangue foi coletado da extremidade
distal do rabo dos animais e a concentracio de lactato analisada usando-se o equipamento
Accusport BM-Lactate (Roche®) e fitas para determinagdo de lactato sangiiineo da mesma

marca.

46



Determinacao do Calcio Urinario

A urina dos animais foi coletada por um periodo de 24 horas nas segunda, terceira e
sexta semanas de tratamento utilizando-se gaiolas metabdlicas individuais. O volume de
urina coletado foi completado para 10mL com &4gua deionizada e centrifugada por 15
minutos a 4.000 rpm (Excelsa-Fanem-Brasil). Do sobrenadante da urina centrifugada,
100uL foram pipetados numa cubeta diluida com 300uL de dgua deionizada tendo seu pH
estabilizado entre 3,0 e 4,0 com 4cido cloridrico (HCI). Deste estabilizado foram utilizados
S0uL para a determinacdo do cdlcio urindrio pelo método automatizado de espectrometria
de UV/VIS, segundo Henry et al. (1974). As andlises foram realizadas utilizando kits da
marca Biomérieux® no equipamento ALIZE® (Biomérieux-Fran¢a) do Laboratério

Biofarmacos da Universidade Federal de Vigosa.

Avaliaciio da Resisténcia a Fratura Ossea

Ap6s o periodo de tratamento e das avaliacdes pertinentes, os animais foram
sacrificados por anestesia de CO,. O fémur direito foi dissecado livre de tecido mole e
armazenado refrigerado a temperatura de aproximadamente 4°C para andlises futuras. O
comprimento do fémur, distdncia da borda superior da cabeca até a borda inferior do
condilo medial, e a espessura, no ponto intermédio da medida do comprimento, foram
feitos utilizando-se um paquimetro de ago inox (Stainless Hardened - China). O peso 6sseo
foi aferido em balanca de precisdo em miligrama (Marte - Brasil). O comprimento relativo,
espessura relativa e peso relativo foram calculados em relagdo ao peso corporal total do
momento do sacrificio.

Para a andlise da resisténcia a fratura Ossea utilizou-se o texturdmetro TA.HDi
Texture Analyser (Stable Micro System Inc.), conectado a um computador equipado com o
programa Texture Expert® empregando um “probe” de 3 pontas. Cada extremidade do osso
ficou apoiada em um “probe” a uma distancia de 2,5 cm e o terceiro “probe” apoiou-se
sobre o ponto intermédio do osso, onde foi realizada a forca até a fratura. O aparelho
registrou o pico de forca necessdria para que o osso fraturasse, e desta foi calculada a forga

relativa de resisténcia ao peso absoluto do fémur.
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Analise Estatistica

Inicialmente os dados estudados foram submetidos ao Teste de Komogorov-
Smirnov para verificar a simetria. Para as varidveis com distribui¢cdo normal, as andlises
entre trés ou mais grupos independentes (grupos individualmente e fator suplementagdo)
foram efetuados usando Anélise de Varidncia (ANOVA One-Way). Para andlises de dois
grupos distintos (fator exercicio) foi usado o Teste-# de Student. Para andlises entre
momentos diferentes do mesmo grupo (amostras dependentes) foi utilizado ANOVA One-
Way Medidas Repetidas. Para determinar a existéncia ou ndo de relacdo entre as varidveis
foi utilizado o teste de correlacio de Spearman. Foram usados testes ndo-paramétricos
compativeis a cada um anteriormente referido, quando o teste de simetria ndo apresentasse
uma distribui¢ao normal. Os resultados foram expressos como média + desvio-padrao (DP)
e mediana, tanto para os dados analisados por testes paramétricos, quanto para testes nao-
paramétricos.

Para as anélises de miultiplas comparacdes post hoc foram desenvolvidos o teste de
Tukey, no caso de testes paramétricos, ou teste de Dunn’s, para testes ndo-paramétricos. Os
célculos estatisticos foram realizados utilizando o software Sigma Stat 3.0, sendo

empregado o nivel de significincia estatistica de até 5% (p<0,05).
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RESULTADOS

Performance

Os dados relativos a concentracao de lactato sangiiineo em repouso € em resposta a
execucdo do teste de performance (execucdo das 4 séries) estdo apresentados na tabela 2.1.
Houve aumento significativo (p<0,05) entre os momentos pré-exercicio, apds a segunda
série e apds a quarta série de saltos em todos os grupos. Os niveis de lactato observados
indicam que o esforco realizado pelos animais envolveu predominantemente o metabolismo
glicolitico. Observou-se também, uma maior concentra¢do de lactato no sangue no grupo

suplementado com creatina e cafeina comparada a do grupo sem suplemento.

Tabela 2.1. Concentracao de lactato sangiiineo (mmol/L).

Grupo Pré-Exercicio 2* Série 4* Série
MédiaxzDP Mediana MédiaxzDP Mediana MédiaxzDP Mediana
Sem Suplemento 2,860,8 2,80 6,19+1,3° 6,60 8,40+1,5® 8,00
Creatina 2,45+0,2 2,45 7.42+18° 7,50 9,62+1,5® 9,60
Creatina-Cafeina 2,40%0,1 2,40 7,66+1,0% 8,00 11,80+1,6 ** 12,00

Significancias (P<0,05): * vs Pré-exercicio; ” vs 2* Série; ¢ vs Sem Suplemento (*> ANOVA

Medidas Repetidas; © ANOVA).

O tempo de execugdo das quatro séries de saltos foi utilizado como indice de
performance dos animais. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2.2. Nao foi
observada diferenca estatistica (p>0,05) entre os tempos de execucdo das séries individuais
dos grupos, tampouco, entre os tempos de execucdo de cada uma destas séries em cada
grupo (17 vs. 2% vs. 3% vs. 4%). O tempo total de execucdo das quatro séries também ndo foi
diferente entre os grupos ESS, EC e ECC (mediana; 98,90; 88,44 e 94,20; respectivamente;
médias=DP; 106,78+39,9; 90,73£13,9 e 100,66+28,0; respectivamente).
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Tabela 2.2. Tempo de execucgdo das quatro séries de saltos (s).

Séries * 12 Série 2% Série 3% Série 4* Série
Grupos b MédiazDP Mediana MédiaxzDP Mediana MédiazDP Mediana Média+DP Mediana
Sem 27,1247,1 2722 25574113 21,89 26,59+14,9 2289 27,50£9,7 29,47
Suplemento

Creatina 26,0742,1 25,88 22,55+6,3 21,17 22,23+59 20,23 19,88+5,0 18,43
Creatina-

. 26,14+49,2 2347  24,57¥114 21,57 26,01+9,2 23,88 23,94+43 24,32
Cafeina

* ANOVA Medidas Repetidas; ° ANOVA.

Calcio Urinario

Os dados relativos a excrecdo de cdlcio urindrio estdo exibidos na tabela 2.3. Nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre o cdlcio urindrio dos animais dos

o a . L ~

grupos no inicio do tratamento (2* semana). Na terceira semana, apds a ingestdo aguda de
cafeina, também nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o cédlcio urindrio
dos animais dos grupos experimentais. Da mesma forma, na sexta semana, apds ingestao
cronica, ndo foi observada diferenca significativa entre o cdlcio urindrio dos animais dos

diferentes grupos.

Tabela 2.3. Contetdo de cdlcio urindrio (mg/24h)

. 2% Semana 3% Semana 6® Semana
Grupo Média+DP Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana
SSS 4,544+29 4,78 nd Nd 1,88+0,3 1,70
SC 2,96+2.2 2,34 2,85+2.2 2,37 2,95+0,5 3,36
SCC 4,28+5.1 1,71 1,39+1,1 1,14 4,62+1,0 2,88
ESS 3,82+1,7 3,43 nd Nd 1,92+0,3 2,12
EC 4,94+2.6 4,26 2,03+1,7 1,67 2,41+0,3 2,76
ECC 3,70+1,0 3,85 1,77+1,5 1,53 5,73+2,8 4,21

nd = ndo determinado (* Kruskal-Wallis).

Os dados relativos a excrecdo de cdlcio urindrio em funcido do exercicio e da
suplementacdo estdo apresentados na tabela 2.4. Quanto ao fator exercicio, ndo houve
alteracao significativa (p>0,05) no cdlcio urindrio ao comparar os resultados dos animais
exercitados com os dos animais sedentdrios, independente da suplementacao, nas diferentes

etapas de avaliacdo. Os diferentes tipos de suplementagdo também ndo afetaram o cdlcio
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urindrio dos animais, independente do exercicio, nas segunda e terceira semanas, porém, na
sexta semana, foi observada uma elevacao significativa (p<0,05) no cdlcio urindrio dos
animais dos grupos que consumiram creatina e cafeina comparado ao dos animais dos

grupos sem suplementos (106,4%) e creatina (26,8%).

Tabela 2.4. Conteudo de calcio urindrio em funcdo do exercicio e da suplementagdo

(mg/24h)

2% Semana 3% Semana 6® Semana

Exercicio ¢ Média+DP Mediana Média+DP Mediana Média+DP Mediana
Sedentério 3,9343.,6 2,59 2,2+1,9 1,67 3,10+2,2 2,76
Exercicio 4,15+1,9 3,85 1,90+1,6 1,15 3,84+4 4 2,63
Suplementacio

Sem Suplemento 4,16+2.4 3,64 Nd nd 1,90+0,3 1,88
Creatina 3,99+2.6 3,67 2,46+1,9 2,17 2,73+0,3 3,06
Creatina-Cafeina 3,99+3.6 3,60 1,57+1,3 1,14 5,86+1,3 ® 3,88

Significancias (P<0,05): * vs Sem Suplemento; ° vs Creatina (“” ANOVA;* Mann Whitney).

Resisténcia a Fratura Ossea

Para eliminar a interferéncia do tamanho do animal sobre o comprimento, espessura
e peso e a forca de resisténcia a fratura do fémur, o comprimento absoluto, espessura
absoluta e peso absoluto do fémur foram normalizados pelo peso corporal do animal e a
forca de resisténcia a fratura foi normalizada pelo peso absoluto do fémur. Os resultados
estdo exibidos na tabela 2.5. Observou-se um aumento significativo (p<0,05) na espessura
relativa do fémur dos animais dos grupos ESS (15,0%) e ECC (15,1%) comparados ao dos
grupos SSS e SCC, respectivamente. Também, foram observados aumento significativo do
peso relativo do fémur dos animais dos grupos ESS (18,0%), EC (17,1%) e ECC (13,1%),
comparados ao dos animais dos grupos SSS, SC e SCC, respectivamente. A forga relativa
de resisténcia a fratura éssea foi significativamente maior nos animais do grupo ESS
(14,5%) comparada a dos animais do grupo SSS. Todavia, ndo foi observada diferenca
significativa no comprimento relativo do fémur entre os grupos (p>0,05).

Os dados de comprimento relativo, espessura relativa e peso relativo do fémur e da
forca relativa de resisténcia a fratura em funcio do exercicio e da suplementagdo estdo
apresentados na tabela 2.6. Os animais dos grupos exercitados mostraram comprimento

relativo (8,9%), espessura relativa (12,4%), peso relativo (16,6%) e forca relativa de
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N

resisténcia a fratura (9,2%) significativamente maior que os dos grupos sedentdrios,
independentes da suplementacao.

A fim de verificar a associa¢io entre os parametros de dimensdo e o peso relativo
do fémur com a forga relativa a fratura dssea, foram realizados testes de correlacdo entre
estes parametros 6sseos. Obteve-se correlagdo positiva regular significativa (Correlagdo de
Spearman, p<0,05) da forc¢a relativa a fratura dssea com o comprimento relativo (p=0,003 e

rs=0,418), a espessura relativa (p=0,006 e rs=0,388), e o peso relativo (p=0,004 e rs=0,407).
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Tabela 2.5. Comprimento, espessura e peso relativos e forca relativa de fratura do fémur.

Comprimento Relativo Espessura Relativa Peso Relativo Forca Relativa

(Comprimento Absoluto/ (Espessura Fémur/ (Peso Fémur/ (Forca Absoluta/

Peso Corporal) (mm/g) Peso Corporal) (mm/g) Peso Corporal) (mg/g) Peso do Fémur) (N/g)
Grupos MédiaxtDP ~ Mediana MédiatDP  Mediana Média+DP  Mediana MédiaxtDP  Mediana
SSS 1,00£0,02 1,00 0,127£0,005 0,126 1,720,115 1,72 186,78+15,4 191,43
SC 1,01£0,05 1,00 0,132+0,007 0,132 1,750,118 1,76 185,18+9,0 182,48
SCC 1,01£0,04 1,01 0,126x0,007 0,124 1,750,075 1,75 201,83+10,9 205,48
ESS 1,09£0,06 1,08 0,146+0,007* 0,144  2,03+0,118*° 2,04 213,95¢18,3* 219,84
EC 1,10£0,09 1,07 0,143+£0,011 0,139  2,05+0,195° 2,03 204,74£18,10 206,85
ECC 1,10£0,06 1,11 0,145+0,009 ° 0,145 1,98+0,088 © 1,93 206,54+16,5 207,62

Significancias (P<0,05): * vs SSS; ° vs SC; ¢ vs SCC (*"* ANOVA).

Tabela 2.6. Comprimento, espessura e peso relativos e forca relativa de fratura do fémur em fun¢do do exercicio e suplementacao.

Comprimento Relativo Espessura Relativa Peso Relativo For¢a Relativa
(Comprimento Absoluto/ (Espessura Fémur/ (Peso Fémur/ (Forca Absoluta/

Peso Corporal) (mm/g) Peso Corporal) (mm/g) Peso Corporal) (mg/g) Peso do Fémur) (N/g)
Fator Exercicio MédiaxDP  Mediana MédiaxDP  Mediana MédiaxDP  Mediana Média+tDP  Mediana
Sedentarios 1,01+0,04 1,01 0,129+0,007 0,127 1,74+0,10 1,75 190,90+13,9 191,92
Exercitados 1,10+0,06 * 1,08 0,145+£0,009 * 0,144  2,03+0,13° 2,03 208,51+17,27* 209,29
Fator Suplemento
Sem Suplemento 1,04+0,06 1,02 0,135+£0,011 0,132 1,85+0,197 1,86 197,97+21,2 197,16
Creatina 1,04+0,08 1,05 0,137+0,010 0,137  1,87+0,215 1,83 193,23+16,3 191,92
Creatina Cafeina 1,05+0,06 1,01 0,134+0,012 0,132 1,84+0,139 1,84 203,71£13,10 207,10

* Significancia (P<0,05) vs Sedentdrios (* Teste-t de Student; " ANOVA).

53



DISCUSSAO

No presente estudo, observou-se que durante a realizacdo das séries de saltos
verticais com sobrecarga (teste de performance) a concentragdo de lactato sangiiineo
elevou-se progressivamente da condicao de repouso (pré-exercicio) para as condicdes de
exercicio em todos os grupos (Tabela 2.1). Os niveis de lactato sangiiineo apresentados
pelos animais em repouso e durante as séries de saltos foram similares aos observados em
outros estudos usando natacdo continua com sobrecarga (Freitas, 2004; Gobatto et al.,
2001), entretanto, apds saltos verticais ndo encontra relato de estudos até o momento.
Considerando que este teste foi idéntico a uma sessdo de treinamento aplicada aos animais
ao longo do experimento, ficou estabelecido que o programa de treinamento utilizado no
presente estudo € considerado um treinamento de saltos intermitentes caracteristicamente
anaerdbico, por utilizar a via glicolitica anaerdbica para fornecimento de energia.

As adaptacdes dos niveis de lactato sangiiineo advindas da repeti¢do sistemadtica
deste tipo de exercicio (treinamento) associada a suplementacdo de creatina mais cafeina e
apenas creatina ndo sdo conhecidas. No presente estudo, os animais suplementados com
creatina nao apresentaram diferenga se comparados aos animais ndo suplementados (Tabela
2.1), entretanto, os animais suplementados com creatina e cafeina exibiram concentragdo de
lactato significativamente mais alta apds a execucao da 4* série de exercicio comparado aos
animais do grupo sem suplemento (11,8+1,6 vs 8,4+1,5 mmol/L, respectivamente, Tabela
2.1). Estes resultados indicam que os animais que ingeriram a cafeina associada a creatina
usaram a via energética glicolitica com mais intensidade para executar a tarefa exigida que
os nao suplementados.

A explicacdo para este fendmeno ndo € simples. Uma possibilidade seria que a
cafefna poderia reduzir os estoques de creatina diminuindo a capacidade de fornecimento
de energia pelo sistema ATP-PC (Hespel et al., 2002), o que induziria a utilizacdo da via
glicolitica antecipadamente. O estudo de Vandenberghe et al. (1996) demonstrou que a
ingestdo de creatina proporcionou um efeito ergogénico ao exercicio anaerdbico, mas, a
cafeina eliminou completamente este efeito. Doherty et al. (2002) observaram que a carga
de creatina (0,3g/kg/dia) associada a ingestdao de cafeina aguda (Smg/kg) elevou em 10% o

tempo até a exaustdo comparado a apenas administracdo de creatina, mas ndo alterou o
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lactato sangiiineo. Vanakoski et al. (1998) afirmaram que nem a creatina sozinha nem sua
interacdo com a cafeina melhoraram a performance no exercicio anaerdbico. Porém,
mesmo que ndo se tenha determinado os conteidos musculares de creatina e fosfocreatina
no presente estudo, torna dificil acreditar que a cafefna ingerida em associacdo com a
creatina tenha provocado tal efeito, ou seja, que os conteidos musculares de creatina dos
animais ndo suplementados fossem menores dos que os suplementados.

Outra possibilidade seria a a¢do da cafeina como estimulante no sistema neuro-
muscular (Germinario et al., 2004), o que justificaria a execu¢do das séries com mais
velocidade (intensidade) e, como conseqiiéncia, poderia ocorrer um maior acimulo de
lactato em funcdo da maior intensidade do exercicio. Isto se caracterizaria como uma
adaptacdo positiva da producao de energia para o exercicio da via glicolitica destes animais.
Entretanto, ao observar os dados do tempo de execucdo das séries, indice de performance
usado no presente estudo (Tabela 2.2), nota-se que o grupo ECC ndo foi mais eficiente que
o grupo ESS (p>0,05; medianas: 98,90 vs. 94,20; respectivamente), apesar da tendéncia.

O efeito ergogénico da creatina sobre a performance em exercicio anaerobico tem
sido apoiado na redu¢do do tempo de recuperagao pds-fadiga entre séries de exercicios e do
tempo total de performance (McBride et al., 2002), por elevar a taxa de ressintese de
ATP/ADP (Gregor et al., 2003). A acdo direta da cafeina na transmissdo neuro-muscular
(Germinario et al., 2004) poderia, também, elevar o tempo de atividade até a fadiga
(Kalmar e Cafarelli, 2004) em fungdo da liberag@o de célcio do RS (James et al., 2004), que
potencializaria a produgdo de forca (Paluska, 2003; Graham, 2001). No presente estudo,
entretanto, a performance nao foi afetada pelas suplementacdes empregadas (Tabela 2.2).
Contudo, torna-se importante mencionar que o grupo EC exibiu progressiva redu¢do nos
valores de tempo de execugdo das séries de saltos, assim como o menor tempo total de
execugdo das quatro séries em comparacdo aos grupos ESS e ECC (p>0,05; médias+DP:
90,73+13,9; 106,78+39,9 e 100,66+28,0; respectivamente) apesar da ndo ter significancia
estatistica. Talvez o nimero da amostra (n=6) tenha sido insuficiente para identificar uma
diferenca significativa.

Os dados do contetido de cdlcio urindrio dos animais em resposta aos diferentes
tratamentos utilizados no presente estudo demonstram que os animais que consumiram

creatina e cafefna apresentaram maior excrecdo de célcio urindrio que os dos grupos sem
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suplemento e apenas creatina na sexta semana, independente do treinamento (Tabelas 2.3 e
2.4).

Objetivando obter o maior beneficio ergogénico possivel da cafeina sem haver
interferéncia de sua ingestdo sobre a absorcdo de creatina (Kurosawa et al., 2003; Lambert
et al., 2003; van Loon et al., 2004), neste estudo, foi iniciada a ingestdao de cafeina apenas
na segunda semana, ou seja, apos uma semana de carga de creatina. Nenhum dos tipos de
suplementacdo aguda, tampouco, a combinacdo da ingestdo aguda de cafeina e creatina
interferiram na excrecdo de Ca’" na terceira semana no presente estudo (Tabelas 2.3 e 2.4).
De acordo com Massey e Sutton (2004), animais jovens poderiam aumentar a absorcdo de
Ca’" intestinal para compensar as perdas urindrias. O fato de no presente estudo terem sido
usados animais adulto-jovens com ingestdo de 100% de cdlcio recomendada poderia
explicar porque a excrecdo de Ca® urindrio nio aumentou apds a ingestdo aguda de
creatina-cafeina, apesar de Massey e Sutton (2004) e Huang et al. (2002) mostrarem a perda
de cdlcio na urina apds a ingestdo aguda apenas de cafeina. Além disso, a concomitante
ingestdo de creatina junto a cafeina no presente experimento pode ter atenuado a liberacdo
de Ca** do RS evitando sua maior excre¢do como efeito agudo desta ingestdo, pois segundo
Yang et al. (2002) e Duke e Steele (1999), o conteido de PCr também poderia regular o
célcio no RS, onde a auséncia de PCr reduziria a liberacdo de Ca*, como também
diminuiria a velocidade de propagacdo, freqiiéncia e amplitude desta liberagcdo no RS.
Entretanto, a auséncia de um grupo apenas com a ingestdo de cafeina, no presente estudo,
ndo permitiu estabelecer relagdo.

A cafeina acentua a liberagdo de Ca®* do RS reduzindo o limiar de excitabilidade e
prolongando a duragdo da contragdo, além de inibir a recaptura do Ca** pelo RS (James et
al., 2004; Braga e Alves, 2000). Porém, o mecanismo de liberacdo de Ca’* do RS
desencadeado pela prolongada ingestdo de cafeina poderia direcionar a uma deplecdo
cronica nos niveis intracelulares de Ca”* elevando e acelerando a perda de tensdao muscular
(Germinario et al., 2004), e conseqiientemente, induzindo o processo da fadiga (James et
al., 2004; Xing et al., 2004; Duke e Steele, 1999). Isto poderia ser uma explicagdo para a
elevacdo da concentragdo de lactato observada no grupo ECC durante o teste de
performance (Tabela 2.1), que pode ter ocorrido em fun¢do do maior esforco realizado

devido a maior perda de cdlcio na urina por este grupo.
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Uma possivel explicagdo da acdo da cafeina em aumentar a excre¢do de calcio
observada na sexta semana seria a maior liberacdo do Ca’* do RS (James et al., 2004),
devido aos mecanismos de sua liberacio serem induzidos pelo préprio Ca** mediado por
receptores rianodina (RyR), ou pelo inositol-trifosfato ativando receptores de membrana
(Xing et al., 2004); e principalmente, pela reducdo da reabsorcio de Ca’* nos tibulos renais
e menor secre¢do do hormoénio da PTH (Conigrave e Lok, 2004; Ashizawa et al., 1998).
Huang et al. (2002) mostraram que o contetdo total de cdlcio no fémur de ratos pode ser
reduzido em funcdo da alta ingestdo da cafeina por 10 semanas, sugerindo que sua excre¢ao
urindria teria sido elevada.

Neste estudo ndo foi identificada diferenca na excrecdo de cdlcio urindrio em
fun¢do de uma semana de treinamento do exercicio (Tabelas 2.3 e 2.4). Uma tnica série de
exercicio de forga poderia elevar a excre¢do de Ca™ em funcdo da maior acidose
metabdlica, decorrente da elevacdo da concentracdo de lactato, bicarbonato e corpos
cetonicos, reducao do pH e maior absor¢do intestinal (Smith et al., 2003; Ashizawa et al.,
1997). Contudo, a ineficcia deste experimento em mostrar maior excre¢do de cdlcio apos
uma semana de treinamento do exercicio, poderia ser explicado devido a andlise do célcio
urindrio ter sido realizada apds uma semana de exercicio (5 secdes), que poderia ser tempo
suficiente para haver uma adaptacdo sobre os efeitos deletérios causados pela maior acidez
metabodlica promovida numa tnica se¢do de exercicio.

Também ndo foi mostrado, neste estudo, que a excrecdo de célcio sofreu
interferéncia apods seis semanas de treinamento do exercicio (Tabelas 2.3 e 2.4). A prética
habitual do exercicio de alta intensidade e curta dura¢do fornece maior estimulo para o
aumento da replecdo dos estoques de célcio (Iuliano-Burns et al., 2003), onde adaptagdes
fisiol6gicas do treinamento promoveriam menor acidez metabdlica atenuando a excregdo de
célcio (Ashizawa et al., 1998). Contudo, Huang et al. (2002) também nao identificaram
alteracao no contetudo de calcio dsseo em ratos exercitados por 10 semanas, sugerindo que
a excre¢do de cdlcio ndo tenha sido alterada. Todavia, pouco se sabe das adaptagdes
metabodlicas sobre a excrecdo de célcio entre uma tnica e repetidas séries de exercicio.

Nenhum tipo de suplementagdo utilizada neste estudo afetou os parametros 6sseos
analisados (Tabela 2.6). Também, ndo foi identificada alteracdo significativa sobre o

comprimento relativo do fémur entre os grupos (Tabela 2.5). Entretanto, os animais que
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apenas exercitaram (ESS), assim como os animais que exercitaram e receberam
suplementacdo (EC, ECC) apresentaram peso relativo Osseo maior que o dos seus
respectivos controles sedentdrios. Também foram observados que a espessura relativa dssea
mostrou-se maior nos grupos ESS e ECC comparados aos grupos SSS e SCC,
respectivamente (Tabela 2.5). Estes resultados sugerem que as alteragdes no peso relativo e
espessura relativa dssea ocorreram em resposta apenas do exercicio, independente do tipo
de suplementacdo. Isso fica evidente quando se compara o peso relativo e a espessura
relativa do fémur entre os animais exercitados e sedentérios e entre os suplementados e nao
suplementados (Tabela 2.6). Estes resultados sdo coerentes aos encontrados por Iwamoto et
al. (1999), que observaram aumento no peso € volume dsseo em funcio do treinamento do
exercicio, sugerindo que o exercicio tenha elevado a taxa de aposicdo mineral e a taxa de
formacdo Ossea, todavia, estes utilizaram ratos Spaguey-Dawley e corrida em esteira a
24m/min por 8 e 12 semanas.

Em decorréncia da suplementacdo, os resultados deste estudo diferem dos
apresentados por Huang et al. (2002), pois observaram que alta dose de cafeina aumentou o
crescimento 0sseo (comprimento), mas reduziu o peso e a DMO. Também, contrariam os
efeitos promovidos por 10 semanas do treinamento de exercicio, que ndo alterou o
comprimento Osseo, apesar, destes utilizarem corrida em esteira a 70% do VO,max.

O aumento de peso relativo e as medidas de dimensao dssea observadas no presente
estudo podem ter ocorrido em fun¢do da maior incorporacdo de cdlcio 6sseo promovido
pelo estimulo osteogénico causado pelo exercicio de saltos verticais. Apesar de alguns
resultados exibirem o contrdrio (Creighton et al., 2001; Ashizawa et al., 1998), existem
evidéncias do efeito positivo do exercicio de alta intensidade e curta duracdo (Iuliano-Burns
et al., 2003; Ashizawa et al., 1997) e de impacto (Smith et al., 2003; Creighton et al., 2001;
Iwamoto et al., 1999) sobre a massa 6ssea e DMO, pois a capacidade de suportar sobrepeso
fornece um estimulo osteogénico ao osso (Creighton et al., 2001), e que o osso pode ser
mais responsivo a magnitude da carga que a sua freqiiéncia (Smith et al., 2003).

Evidéncias de que a cafeina pode aumentar a excre¢do de cdlcio, observado no
presente estudo, poderia interferir negativamente em seus estoques corporais (Massey e
Sutton, 2004; Sekiguchi et al., 2003; Huang et al., 2002) e, por conseqiiéncia, reduzir a
DMO e a massa 6ssea (Heaney, 2002; Lloyd et al., 1998). A cafeina ingerida em associagdo
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com a creatina parece nao ter alterado a densidade dssea, pois 0 comprimento, a espessura e
o peso relativos do fémur ndo foram diferentes entre os grupos com e sem suplementagcdo
(Tabela 2.6).

Demonstrou-se no presente estudo que o programa de treinamento empregado
aumentou a forca de resisténcia a fratura do fémur dos animais, independente da
suplementacdo, portanto, que os diferentes tipos de suplementacdo ndo afetaram este
parametro (Tabelas 2.5 e 2.6). Beneficios promovidos pelos exercicios sobre aspectos
Osseos tém sido observados, tais como a reducdo da atividade dos osteoclastos (Guillemant
et al., 2004), aumento no volume e espessura trabecular 6éssea (Huang et al., 2002; Iwamoto
et al.,, 1999) e aumento da osteocalcina (Rong et al., 1997). Estes parametros poderiam
justificar o efeito do treinamento com saltos verticais sobre a for¢a relativa de resisténcia a
fratura do fémur observado no presente estudo.

Parece pertinente inferir que o comprimento, a espessura e peso relativos do fémur,
também incrementados pelo programa de treinamento neste estudo, estdo associados ao
aumento da forca relativa de resisténcia a fratura &ssea. Estas associagdes foram
demonstradas pelas correlagdes positivas regulares significativas observadas entre todos os

parametros analisados.
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CONCLUSAO

Concluiu-se que a suplementacao de creatina-cafeina promoveu maior concentragao
de lactato sangiiineo ao final da execucdo do esforco fisico, em comparagdo ao grupo sem
suplemento. A suplementag¢do cronica, mas ndo a aguda, de creatina-cafeina, independente
do exercicio, elevou a excrecdo de célcio urindrio. Nenhum protocolo de suplementacao,
independente do exercicio, interferiu nos parametros Osseos analisados. No entanto, o
programa de exercicio empregado aumentou a forca relativa de resisténcia a fratura dssea,
assim como o comprimento, espessura e peso relativos do fémur. A forca de resisténcia a

fratura dssea parece estar associada as alteragdes no comprimento, espessura e peso 0sseo.
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CONSIDERA COES FINAIS

Ao investigar os efeitos da suplementacdo de creatina associada ou ndo a ingestao
de cafeina em animais sedentérios e exercitados com saltos intermitentes, identificou-se que
este programa de exercicio melhorou a composicdo corporal, ao reduzir o peso e a gordura
corporal, todavia foi ineficiente em aumentar o conteido de proteina corporal. Além do
mais, o programa de exercicio incrementou os parametros 6sseos avaliados, como a forca
de resisténcia a fratura, comprimento, espessura e peso. Estes resultados expressam a
eficiéncia deste modelo de exercicio no auxilio ao desenvolvimento dsseo, assim como a
perda de peso.

Um dos principais achados deste estudo foi verificar a ineficicia da suplementacdo
de creatina em interferir na composicdo corporal, principalmente quanto a retencdo hidrica
e incorporacao protéica. Tais resultados contradizem a maioria dos estudos divulgados na
literatura cientifica da drea, que menciona a a¢do da creatina em elevar a retengcdo de dgua
intramuscular pelo seu efeito osmético. Importante também foi a observacdo de que esta
suplementacdo ndo elevou a incorporagdo de proteina, idealizado como o grande beneficio
desta administragdo. Esta suplementac¢do ndo agiu na reduc@o do tempo de performance do
exercicio, assim, questiona-se a utilizacdo deste tipo de ingestdo, pois além de ndo
apresentar os beneficios imaginados, é extremamente oneroso ao consumidor.

A ingestdo de creatina elevou a excrecdo de creatinina urindria absoluta, no entanto
pouco interferiu no contetido de creatinina urindria relativa. Isto sugere ser interessante o
emprego desta taxa de creatinina urindria proporcional ao tamanho corporal, devido a
creatinina ser um metabdlito de magnitude semelhante a massa corporal magra.

A administracdo de creatina associada a cafeina também ndo exibiu efeitos
benéficos sobre a composicao corporal, no entanto, mostrou ser prejudicial a performance
do exercicio anaerdbico intermitente ao elevar a concentragdo de lactato, além de elevar a
excrecdo de cdlcio urindrio na sexta semana. Estes resultados sugerem a investigacdo da
acado da cafefna em reduzir a absorcdo e farmacocinética da creatina, além de seus efeitos
em mobilizar gordura e/ou estimular a interacdo neuro-muscular do processo excitagdo-
contracdo muscular. Também foi observado que nenhum protocolo de suplementacdo

alterou os parametros Osseos analisados, apesar da ingestdo de creatina mais cafeina ter
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elevado a excre¢do de cdlcio urindrio. Esta excrecdo elevada poderia apresentar maior
impacto sobre individuos que ndo consomem uma ingestdo adequada de cdlcio ou que

apresentem maior risco de patologias dsseas, como osteoporose.
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