MEOSTRA - rem _
ACA ICA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO:

UNIMEP A universidade e a construcao do futuro |

17° Congresso de I niciacdo Cientifica
PLASTICIDADE MUSCULAR NA FASE AGUDA DA IMOBILIZACAO ARTICULAR MEDIANTE
SUPLEMENTACAO COM CREATINA: ESTUDO EM RATOS

Autor (es)

EDER JOAO DE ARRUDA

Co-Autor (es)

LUCIANO JULHO CHINGUI
DANIEL DE OLIVEIRA GRASS|
ADRIANO ROCCO PARDI

MARIA TEREZA MUNHOS SEVERI

Orientador (es)

CARLOSALBERTO DA SILVA

1. Introducéo

O tecido muscul oesquel ético é um tecido dinamico dotado de uma capacidade intrinseca de alterar suas caracteristicas fenotipicas, a
fim de se adaptar aos estimulos ambientais como resultado de mudancas qualitativas e quantitativas na expressdo génica, sendo esta
capacidade definida como plasticidade (CAPITANIO et al., 2006).

Neste sentido o desuso muscular tem se configurado como uma forma de estimulo da plasticidade muscular, visto que este induz uma
gama de efeitos deletérios, tais como a proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular, hipotrofia muscular, reducéo das reservas de
glicogénio, da densidade dos capilares, dos sarcdmeros em série, reducdo daforca e resisténcia a fadiga e aumento de radicais livres
(CHINGUI, 2007).

Alguns estudos evidenciaram que fibras lentas oxidativas (tipo I), sentem de forma mais deletéria aos efeitos do desuso muscular,
sendo caracterizadas por ateragdes morfologicas e histo-fisioldgicas como; irregularidades no reticulo sarcoplasmatico, fibrilas
desintegradas, |esdo mitocondrial, linhas Z estendidas, condensacéo e fragmentago da cromatina nuclear, redugéo de sarcomeros em
serie e em paralelo, bem como ateragcbes dos marcadores fisioldgicos (TANAKA et a., 2004; PEARLMAN e FIELDING, 2006,
SILVA et d, 2009).

Na tentativa de criar uma situagéo que mimetize a realidade da pratica ortopédica, que se utiliza daimobilizagdo como recurso, Silva
et al (2006) desenvolveram um modelo de imobilizacdo para o membro posterior de ratos, que se resume a um dispositivo de
metacrilato de etila e policloreto de vinil (PVC). Esse modelo tem se demonstrado eficaz em mimetizar as alteragdes observadas na
sindrome do desuso conforme atesta Arruda et a (2008).

Sabendo-se dos efeitos deletérios instalados pelo desuso, pesquisadores de todo mundo tem se dedicado a buscar recursos que
minimizem a deflagracéo resultante do desuso. Assim, diversas técnicas tém sido utilizadas, com destaque para estimulagdo elétrica
neuromuscular, f&rmacos como o clembuterol e suplementos como o sulfato de vanadil, aglutaminae a metformina (DELFINO et dl.,
2006; BOSI et a., 2008). Nesse sentido, fica evidenciada a necessidade de investigacBes que apontem estratégias favoraveis a um
suporte energético adicional a musculatura sob a condicéo de desuso.

Tendo em vista a necessidade supracitada, Greenhaff (1996) atesta que a creatina caracteriza-se como um agente ergogénico



nutricional eficaz em aumentar o desempenho, além de ser uma fonte de energia importante para o tecido muscular ao propicia
re-sintese imediata de adenosina trifosfato (ATP).

A partir dos aminoécidos arginina, glicina e metionina, a creatina é sintetizada no figado e no pancreas, sendo que 95% desta
encontram-se estocadas no tecido muscular, onde sua fungéo € auxiliar na gerag@o de energia e sintese protéca (NEWSHOLME;
HARDY, 1998). Convém ressaltar que a utilizagcdo de creatina na forma de suplemento, propicia um aumento na concentragdo
intramuscular de fosfocreatina, além de elevar a hidratagcdo celular criando um meio propicio para a sintese protéica e a0 mesmo
tempo desfavorecendo a protedlise conforme constatado em humanos suplementados que apresentaram aumento da massa muscular
(NEWSHOLME; HARDY/, 1998).

Muito embora este composto esteja a tempo disponivel para a suplementacdo ergogénica relacionada ao desempenho esportivo,
apenas recentemente houve esforgos concentrados na investigacéo desse mesmo potencial enquanto recurso terapéutico (EIJNDE et
al., 2001).

Visto que existem poucos estudos direcionados a compreensdo dos eventos ligados a suplementacdo de musculos imobilizados,
principal mente no que se refere a fase aguda do desuso, o alvo do presente estudo é avaliar aresponsividade do tecido muscular frente
a suplementaco com creatina durante a fase aguda da imobilizaco.

2. Objetivos

Avaliar no tecido muscular condicionado a restricdo, aspectos metabdlicos que evidenciem a efetividade da suplementagdo com
creatina durante a fase aguda do desuso gerado pelaimobilizacdo articular.

3. Desenvolvimento

Utilizou-se ratos Wistar, com idade variando de 3-4 meses mantidos em condic¢des ideai s de bioterismos. Os animais foram divididos
nos seguintes grupos experimentais com n=6 e assim denominados. Controle, Suplementado com creatina, Imobilizado 3 dias,
Imobilizado 3 dias suplementado com creatina. Como modelo de imobilizag&o foi utilizado a drtese de metacrilato de etila segundo a
proposta de Silva et a. (2006) e apresentado na figura 1. O tratamento com creatina seguiu a proposta de Baker, 2005. Para
determinacdo do conteddo de glicogénio foi utilizado o método do fenol sulfrico descrito por Siu, Russeau e Taylor (1970). Na
avaliagdo da concentragdo de proteinas foi utilizado kit laboratorial da marca Bio Diagnéstica? e na concentragdo de DNA foi
utilizado o método da difenilamina 0 método proposto por Giles e Myers (1965). Para a realizacdo do teste de peso constante o
musculo sdleo foi retirado pesado e submetido a desidratacdo em estufa a 55°C. A cada hora o misculo foi retirado da estufa e
novamente pesado até que o peso manifeste-se homogéneo. A avaliacao estatistica dos dados foi feita através da ANOV A seguido do
teste de Tukey. Em todos os célculos foi fixado o nivel critico de 5%.

4. Resultado e Discussao

Inicialmente realizou-se um estudo cuja énfase foi avaliar parametros bioguimicos indicativos de toxicidade em ratos suplementados
com creatina e como pode-se observar na tabela 1, o grupo suplementado ndo difere do controle, descartando toxicidade em
detrimento da suplementag&o. A seguir foi avaliado o indice de hidratagdo muscular tendo em vista que alguns substratos metabdlicos
alteram o equilibrio homeostético celular. Neste sentido, foi observado que os musculos de ratos suplementados apresentaram
elevacdo de 32% na hidratagdo se comparado ao grupo controle como mostra atabela 1.

Com relacdo ao contelido muscular de glicogénio foi verificado que o grupo imobilizado apresentou uma expressiva reducdo nas
reservas atingindo 39% no sbleo, 59% no gastrocnémio porcéo branca e 36% no gastrocnémio misto. Na seqiiéncia experimenta foi
avaliado o comportamento das reservas glicogénicas dos musculos normais e imobilizados suplementados com creatina. Nos
musculos normais observou-se elevacdo de 14% nas reservas do misculo sdleo, 15% no gastrocnémio porcdo branca e 14% no
gastrocnémio porgdo mista (p<0,05). Neste interim, também foi avaliado o efeito do suplemento nos muscul os imobilizados e como
se pode observar na tabela 2, o conteido glicogénico do musculo séleo foi elevado em 41%, no gastrocnémio por¢do branca a



elevagdo foi de 87% e no gastrocnémio porgdo mista observou-se reservas 30% maiores.

Outro fator a se considerar, esta relacionado ao peso do musculo sdleo (muscul o escolhido devido a precisao de seus limites quando
coletado) sendo observado que a imobilizagdo promoveu reducéo de 30% (vide tabela 3). Cabe ressaltar que a suplementacdo ndo
modificou 0 peso do muasculo normal, no entanto, promoveu elevacdo de 12% nos imobilizados. A seguir, foi avaliada a relagcéo
proteina total/DNA nos diferentes grupos e observou-se que o grupo imobilizado apresenta valores 17% menores no sbleo, 24% no
gastrocnémio por¢do branca e 19% no gastrocnémio porcdo vermelha, se comparado ao grupo controle. Por suavez, ao analisar-se 0
grupo suplementado observou-se que ndo difere do controle, por outro lado, 0 grupo imobilizado suplementado apresentou valores
22% maiores no soleo, 17%no gastrocnémio porgao branca e 12% no gastrocnémio porcdo vermelha, se comparado ao imobilizado
nado suplementado como mostra atabela 4.

No ambito metabdlico tem sido relatado uma significativa diminuicéo na agdo dainsulinano misculo imobilizado, ocorrendo entre a
terceira e oitava hora apds aimobilizagdo do membro sugerindo reducgéo na captacdo de substratos metabolizaveis e na formagado das
reservas energéticas (NICHOL SON; WATSON, 1984).

Tanaka et a (2004), destacam que as fibras tipo | sd0 mais susceptiveis aos efeitos deleterios e dentro desta linha de raciocinio, foi

observado que o misculo gastrocnémio porcdo branca foi 0 mais afetado pela imobilizagcéo e possivelmente se deve ao fato de ser
bi-articular e neste modelo de desuso, apresentar limitagdo na sua condicdo fisioldgica. Assim, por haver descarga de peso, 0 misculo
sdleo recebia estimulo constante enquanto o animal deambulava. Uma vez que, tem sido descrito que frente a elevacdo da atividade
contrétil ha elevacdo na captacdo de glicose decorrente da translocagéo de transportadores GLUT 4, € sugestivo o fato que o soleo
adquiriu um status energético diferenciado dos outros miscul os, razéo pela qual os dados diferem do consenso presente naliteratura.

Em relacdo ao indice de hidratagdo muscular foi observado que os musculos tratados com creatina apresentaram-se mais hidratados
guando comparado aos ndo suplementados. Estes resultados mostram gue as a¢des da creatina podem ser facilitadas pela elevagéo na
hidratacdo tecidual, visto que, um ambiente super-hidratado propicia uma significativa melhora em diferentes fungdes celulares como,
por exemplo, coeficientes de absorgdo, agdo enzimética e sintese protéica, sugerindo assim a ativagdo de sistemas anticatabdlicos
(PARISE et dl., 2001).

Dentro da proposta experimental, avaliaou-se o comportamento glicogénico dos muscul os imobilizados frente a suplementagdo com
creatina e foi observado que o efeito glicogénico também se manifesta no misculo imobilizado ressaltando que neste caso, 0
gastrocnémio porcéo branca apresentou maiores reservas, destacando que a melhor resposta se refere as fibras tipo 11, como sugerido
por Casey et a., 1996.

Um fator importante para considerar a creatina como agente protetor da musculatura se refere ao fato de estar descrito em animais e
humanos que a creatina previne a perda de GLUT4 em muscul os submetidos ao desuso além de promover elevagdo da populacdo até
niveis de normalidade nafase de recuperacdo, fator que facilita aformacéo de reservas glicogénicas precoces a fase de suplementacéo
(FREIRE €t &l., 2008)

5. Consider agbes Finais

Sem promover toxicidade, a suplementacdo com creatina foi favoravel a0 mecanismo da plasticidade minimizando os efeitos
deletérios do desuso, visto que demonstrou ativacdo de sistemas anabdlicos em misculos normais e anticatabdlicos em misculos
imobilizados, fato este evidenciado pelas condicbes metabdlicas apresentadas.

Contudo, é elucidada hipétese de que a suplementacdo com creatina tem efeitos terapéuticos durante aimobilizacdo e assim pode ser
inserida como um recurso coadjuvante na reabilitagdo. Neste sentido, € de merecimento que estudos similares em periodo
pré-imobilizag&o, sejam direcionados a investigar uma possivel potencializacdo na ativagdo de sistemas anticatabdlicos frente ao
desuso.
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Anexos

Figura 1 = Adaptagio da drfese no membro posterior do ammal (A) modselo de driese
gue nio interfere na deam bulagio & permite a descarga de peso no membro imobidizado.

(B} modelo de drtese adaptada ao anmal mantendo o tornozeo na posigho de 90°



Tzhela 1 - Perfil bioguimico plasmaico dos rates na condicdo confrole &
suplementados com creatina. Os valores representam 4 média + epm, n=b. “p=005
comparado ao controle,

ndices Controle  Suplementado ¢om
Creatina
Glicose (mgdL) 105,2444 5 1087540
Lactato (mmolL) 172401 18301
Creatinina (pmoll) 361 0 33 608
AST (aspartatoaminolransferase) 11080£18 122 8046 B
ALT (alanina aminotransferase) 46412 GE£11
% de hidratag 8o do midsculo sdleo 155% 27.3%

Tabela 2 Concentracdo de glicogénio (mgM00mg) dos misculos sdlea (S),
gastrocnémio porcio branca (GE) e gastrocnémio porgdo mista (GM). Os valores
correspondem & médiszepm, n=8 “p<005 comparade a0 controle, #Fp-0 05
comparado ao imobdizado.

Grupo 5 GEB GM
Controle 0.28+0,01 0,39+001 0,36+001
Imaobilizado 0,17+002" 0,16:003° 023:0027

Tratado comcreating  032:001°* 045:002°% par1+0pt’d

Imobilizado tratado 024:002"*  024:002*" Dp30:0p1"*
com creatinag

Tabela 3 Peso (mg) do mdscuo sdleo dos diferentes grupos expenmentais, Os
valwes corespondemn & médiatepm, n=6. "p=005 comparado ao controle; #p=0,05
comparado a0 imobilizada,

Grupo Peso
Controle 128,30£10
Imobilizado a0 00+3 3
Tratado com craating 126 07+8 .2
Imobilizado com creatina 89132174

Tabela 4. Relacde proteina totablDMA dos misculos soleo (S), gastrocnémio porgéo
branca (GB) & gastrocnémio porgdo mista (GM) Os valores corespondem a
médiatepmn, b, "p<005 comparado a0 contrde, #F<0 05 comparado ao imobikzado.

Grupo ] G B G M
Controle 1453133 1232411 1247423
Imobiizado 12004436 9360+1 4 1005830
Tratado com creatina 1472542 6 128 73£21 131 55418

Imaobilizado trstado com creating  13212¢3 4" 109952 1% 11296+8,2"




