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Resumo

Objetivo: Este estudo avaliou os possiveis efeitos do treinamento resistido e da
suplementagcdo de creatina sobre a morfologia e a expressdo da miosina de cadeia
pesada (MHC) no musculo estriado esquelético de ratos. Métodos: Ratos wistar machos
(3 a 4 semanas, 80 a 100 g) foram divididos em quatro grupos: Nao treinados sem a
suplementac@o de creatina (Controle, CO; n= 8), Nio treinados com a suplementagéo de
creatina (Creatina, CR; n= 8), Treinados sem a suplementacdo de creatina (Exercicio,
EX; n= 8) e Treinados com a suplementagdo de creatina (Creatina + Exercicio, CREX;
n= 8). Os grupos EX e CREX foram submetidos a um protocolo de treinamento
resistido de 30 dias, na qual foram realizadas sessdes de saltos em uma cuba contendo
dgua a 30°C e 38 cm de profundidade, com intervalos de 40 segundos entre as séries. A
sobrecarga de treinamento foi ajustada por meio de um colete acoplado na regido
tordcica do animal, sendo equivalente a 50% do peso corporal, durante a fase de
adaptacdo ao meio liquido (1° ao 5° dia), 60% nos dias subseqiientes (6° ao 25°), e 70%
na fase final do treinamento fisico (26° ao 30°). Os grupos CR e CREX foram
suplementados com creatina (0,5 g/kg peso corporal) durante todo o periodo de
treinamento fisico, administrada via oral (gavage). Ao final do experimento, os animais
foram pesados e sacrificados, o musculo séleo foi retirado e os fragmentos musculares
foram congelados em n-Hexano resfriado em nitrogénio liquido a -156°C. Cortes
histolégicos (10 pm) foram submetidos a reagdo da ATPase miofibrilar (mATPase) (pH
4,4), para a identificacdo dos tipos de fibras musculares (I, IC, IIC e IIA). Foi calculada
a area de seccgdo transversal (AST) dos tipos de fibras (200 fibras/ animal), utilizando-se
um analisador de imagens Leica Qwin. A expressdo da miosina de cadeia pesada
(MHC) foi analisada através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Resultados: Todos os grupos ganharam peso do inicio ao final do experimento,
mas ndo houve diferenca estatistica entre eles. Os valores do consumo de racdo didrio
de cada animal (CRA) e o consumo de racdo total didrio dos grupos (CRT)
experimentais ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos. Nao houve
diferenca significante na retenc¢ao hidrica intramuscular e na AST das fibras I, IC, IIC e
ITA entre os grupos. O grupo CR apresentou um aumento significante no percentual da
MHCI e redugio no percentual da MHCII, comparado ao CO. O grupo EX aumentou o
percentual de MHCII e reduziu a MHCI, em relagdo ao CO. Por outro lado, o grupo

CREX ndo apresentou alteragdes no percentual de miosinas. Conclusdao: A



suplementag@o de creatina associada ao treinamento resistido ndo afetou a proporcdo
das isoformas de miosinas. Porém, a creatina isolada promoveu um efeito antagdnico ao
treinamento resistido na modulacio das isoformas de MHCs. Para a creatina ser efetiva
na hipertrofia muscular, precisa ser incorporada ao regime de treinamento, sendo
dependente dos ajustes de sobrecarga (intensidade), nas sessdes subseqiientes de

treinamento.



Abstract

Objective: This study evaluated the possible effect of resistance training and
creatine supplementation on the morphology and myosin heavy chain (MHC)
expression in the skeletal muscle of rats. Methods: Male Wistar rats (3-4 weeks, 80-
100g) were divided into four groups: Not trained without creatine supplementation
(Control, CO; n=8), Not trained with creatine supplementation (Creatine, CR; n=8),
Trained without creatine supplementation (Exercise, EX; n=8), and Trained with
creatine supplementation (Creatine + Exercise, CREX; n=8). EX and CREX were
submitted to a 30 day resistance training protocol. This involved individual training
sessions where animals performed 04 sets of 10 jumps in a 38cm deep vat of water, at
~30°C with 40s rest intervals between each set. Training overload was accomplished
with a vest attached to the animal’s thorax equivalent to 50% body weight during liquid
adaptation phase (1% to 5t day), 60% in the intermediate (6™ to 25™), and 70% in the
final physical training phase (26" to 30™). CR and CREX rats were given 0.5g/Kg body
weight creatine orally for each training period by gavage. At the end of training animals
were weighed, sacrificed, and the soleus muscle was removed and immersed in n-
Hexane cooled in liquid nitrogen (-156 °C). Histological sections (10 pum) were
submitted to myofibril ATPase reaction (mATPase) (pH 4.4) to identify muscle fiber
types (I, IC, IIC, and ITA). Cross-section area (CSA) of each fiber type was calculated
(200fibers/animal) using a Leica Qwin image analyzer. MHC expression was analyzed
by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Results: All groups showed
statistically similar body weight gains throughout the experiment. Daily animal food
consumption (CRA) and group total food consumption (CRT) were not statistically
different between groups. There was no significant difference between groups for
intramuscular water retention or AST for I, IC, IIC, and IIA fibers. CR presented a
significant increase in MHCI% and reduction in MHCII% compared with CO. The EX
group increased MHCII% and reduced MHCI% compared to CO. However CREX did
not present alterations in myosin percentages. Conclusion: Creatine supplementation
associated with resistance training did not affect the proportion of myosin isoforms.
However isolated creatine promoted an antagonistic effect to resistance training by
MHC isoform modulation. For creatine to be effective in muscle hypertrophy, it needs
to be incorporated into the training regimen, being dependent on overload adjustments

(intensity), in subsequent training sessions.



Introducao

I - INTRODUCAO

1. Caracteristicas Gerais das Fibras Musculares

O miusculo estriado esquelético é um tecido complexo, versatil e heterogéneo,
constituido por células especializadas, as fibras musculares, que sdo multinucleadas e os
nucleos estdo localizados na regido periférica da fibra, abaixo da membrana plasmatica
(figura 1). O didmetro das fibras varia, em média, de 10 a 100 um e o comprimento
pode chegar até 10 cm, sendo varidvel, na dependéncia da arquitetura do musculo (Dal
Pai-Silva et al., 2005). A disposi¢do altamente organizada dos diferentes tipos de fibras
musculares confere a este tecido uma ampla diversidade estrutural, metabdlica e

funcional (Schiaffino & Reggiani, 1994; Pette & Staron, 2000).

Figura 1 — Corte transversal das fibras do musculo séleo de ratos. Fibras musculares (F);
Perimisio (seta descontinua); Endomisio (seta continua) e Mionucleos (ponta da seta).

Coloragdo HE.

As fibras musculares sdo constituidas por estruturas repetidas, os sarcomeros,
unidade contritil fundamental da fibra muscular (Huxley, 1969). Cada sarcomero é
formado por vérias proteinas: as proteinas contriteis miosina (filamento grosso) e actina
(filamento fino), além das proteinas estruturais, responsdveis pela organizacdo e
integridade funcional do sarcomero. O filamento fino é formado pela actina e duas

proteinas reguladoras, a troponina e tropomiosina (McComas, 1996). O filamento

10



Introdugdo

grosso € formado pela polimerizagdo de 200 a 300 moléculas de miosina da classe 11
(Dal Pai-Silva et al., 2005).

A miosina é um hexamero formado por seis polipeptideos: duas cadeias pesadas
de miosina (Myosin Heavy Chain, MHC), enroladas em o-hélice e quatro cadeias leves
de miosina (Myosin Light Chain, MLC) (Lowey et al., 1969; Weeds & Lowey, 1971;
Elliot & Offer, 1978; Scott et al., 2001). Cada cadeia pesada pode ser separada em duas
porcdes: meromiosina leve (light meromyosin, LMM), em forma de bastio, e
meromiosina pesada (heavy meromyosin, HMM), conhecida como por¢do globosa
(globular) da miosina, que contém um sitio de interacdo com a actina e uma regido
capaz de ligar-se a molécula de ATP e hidrolisd-la (atividade ATPésica) (Huxley 1969;
Lowey et al., 1969). As HMM podem ser subdivididas nas porcdes S1 (parte globular
com atividade ATPdsica) e S2 (pequeno fragmento também em forma de bastdo). As
cadeias leves estdo dispostas na proporcdo de duas cadeias (uma essencial e uma
reguladora) para cada subfragmento S1 (Huxley 1969; Lowey et al., 1969; Dal Pai-Silva
et al., 2005) (figura 2).

Sitio de ligacdo com a actina —, -~

Sitio de ligag3o com o ATP —*

Cadeia leve Eﬁsendar/'/'
Y

Cadeia leve reguladora”
MHC Vi

A

B A e o o e e T .,-_.-.:,..-___-__...z.::___-_ -

T ol = i -

|—LMM— _}_ HMM-——— ——

Figura 2 — Esquema da molécula de miosina da classe II. Cada molécula de miosina é composta
por duas cadeias pesadas de miosina (MHC) e quatro cadeias leves de miosina (MLC). As MHC
podem ser clivadas e gerar as meromiosina leves (LMM) e meromiosina pesadas (HMM). As
HMM sdo compostas pela por¢do globosa S1 e pela por¢do o hélice em forma de bastdo, S2. As
MLC estdo dispostas na propor¢do de duas cadeias (uma essencial e uma reguladora) para cada

subfragmento S1 (Dal Pai-Silva et al., 2005).

A contragdo muscular ocorre através da interacdo entre os filamentos finos

(actina) e os filamentos grossos (por¢do globular da molécula de miosina) do sarcémero
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Introdugdo

(Huxley, 1969; Huxley, 1971), ap6s a hidrélise do ATP, pela miosina ATPase
(mATPase) (Lowey et al., 1969).

Os primeiros estudos envolvendo o tecido muscular classificavam os musculos
em “vermelhos” ou “brancos” (Ranvier, 1873). A cor vermelha estd relacionada com a
presenga do pigmento mioglobina e com o grau de vascularizacdo do musculo. Com a
utilizagdo de técnicas histoquimicas, observou-se que a maioria dos musculos estriados
dos mamiferos € constituida por uma populacido heterogénea de fibras, que apresentam
caracteristicas genéticas, morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas distintas (Dubowitz
& Pearse, 1960). Inicialmente as fibras musculares foram classificadas em vermelhas,
intermedidrias e brancas (Ogata, 1958). Posteriormente, trés tipos principais de fibras
musculares foram descritas, sendo denominadas de fibras dos tipos I, IIA e IIB, de
acordo com o padrido de reacdo para a atividade da ATPase na por¢do globular da
miosina (mATPase) (Brooke & Kaiser, 1970).

Segundo Talmadge & Roy (1993), a velocidade de contragdo de um misculo é
diretamente proporcional a atividade da mATPase, na por¢ao globular da miosina. Este
evento foi demonstrado em andlises de fibras isoladas, que revelaram uma alta
correlacdo entre o tipo de fibra, baseado na atividade da mATPase, com a especificidade
da miosina de cadeia pesada (MHC) (Barany, 1967; Pette & Staron, 2000). Pette &
Staron (2001), utilizando-se da reacdo histoquimica para a ATPase miofibrilar, da
Imunohistoquimica utilizando anticorpos especificos para isoformas de miosina (MHC)
e da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), classificaram os tipos de fibras
musculares em fibras de contracio lenta — Tipo I (Slow Fibers), expressando MHCI e
fibras de contracgdo rapida — Tipo II (Fast Fibers), subdivididas em tipo IIA, expressando
MHClIa; tipo IID, expressando MHCIId e tipo IIB, expressando MHCIIb. As fibras do
tipo IID (MHCIId) se equivalem as fibras [IX (MHCIIx), descritas em ratos (Schiaffino
& Reggiani, 1994). Os autores classificaram estas fibras como puras, uma vez que,

expressavam uma Unica isoforma de miosina de cadeia pesada (figura 3).
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Introdugdo

Figura 3 - Separacdo elétroforética das isoformas de miosina de cadeia pesada (MHC) em
diferentes musculos de ratos (R) e camundongos (C). Expressdo das Isoformas rapidas MHClIa,
MHCIId e MHCIIb e da Isoforma lenta MHCI. TA, tibial anterior; PS, por¢cdo profunda do
psoas; AM, adutor magno; GA, gastrocnémio; VL, vasto lateral; TA, tibial anterior. Eletroforese

em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE. (adaptado de Hamalainen & Pette, 1993).

Além das fibras puras (Tipo I, Tipo IIA, Tipo IID e Tipo IIB), existem as fibras
“hibridas”, que expressam duas ou mais isoformas de miosina. Estas fibras foram
classificadas em Tipo IC (MHC I > MHC Ia), tipo IIC (MHC Ila > MHC 1), tipo ITAD
(MHC IIa > MHC IId), tipo IIDA (MHCIId > MHCllIa), tipo IDB (MHC IId > MHC
IIb) e tipo IBD (MHC IIb > MHCIId) (Pette & Staron, 2000; Pette & Staron, 2001). A
associacdo entre as fibras puras e hibridas constitui um continuo de fibras lentas em
dire¢do as fibras rdpidas: tipo I — tipo I/IIA — tipo IHA/I — tipo IIA — tipo IIA/D - tipo
IID/A — tipo IID — tipo IID/B — tipo IIB/D - tipo IIB (Pette et al., 1999). Deste modo,
assume-se uma organizagdo seqiiencial das fibras puras, as quais s@o intermediadas por
fibras hibridas (I «» IC <> IIC < IIA < IIAD « IID « IIDB <« IIB) (Pette & Staron,
2000) (figura 4).

13
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Figura 4 — Corte transversal do musculo séleo de rato. Fibras musculares puras (I e IIA) e

hibridas (IC e IIC). Rea¢do da ATPase miofibrilar, pH 4,35.

A especificidade na expressdo das diferentes isoformas de MHCs, de acordo
com o tipo de fibra e musculo analisado, revela uma ampla diversidade estrutural,
funcional e metabdlica do musculo esquelético (Pette & Staron, 2000).

Baseando-se na intensidade da reacdo histoquimica ATPase miofibrilar
(mATPase) em diferentes pHs, 7 tipos de fibras musculares foram identificadas em
humanos: tipos I, IC, IIC, IAC, IIA, IAB e IIB (Staron & Hikida, 1992; Staron, 1997,
Scott et al., 2001), onde destaca-se uma maior heterogeneidade nas fibras do tipo II. J4,
Biral et al., (1988), utilizando-se da andlise eletroforética, identificou trés isoformas de
miosina de cadeia pesada no musculo vasto lateral humano: MHCI, MHCIIa e MHCIIb.
No entanto, a expressdo da MHCIIb nio foi evidente no musculo quadriceps femural, o
qual revelou a expressao das miosinas: MHCI, MHCIlc e MHCIIa (Hilber & Galler,
1997). Segundo Pette & Staron (2001), as fibras musculares humanas parecem nio
expressar a MHCIIb. A classificacdo prévia de fibras IIB equivale as fibras do tipo IIX
(IID) (MHCIIx ou MHCIId), de acordo com a similaridade da MHC descrita em ratos
(Smerdu et al., 1994).

Virios estudos procuraram investigar as possiveis correlacdes entre as diferentes
isoformas de miosinas e as propriedades metabdlicas oxidativas e glicoliticas das fibras
musculares (Reiser et al., 1985; Rivero et al., 1999; Pette & Staron, 2001). Desta forma,

a combinagdo entre o padrdo de reacdo para a atividade da mATPase e reagdes

14



Introdugdo

histoquimicas de algumas enzimas metabdlicas, foram utilizadas para classificar as
fibras musculares de acordo com o seu metabolismo energético (Pette & Staron, 1997).

Rivero et al., (1999), utilzando-se de métodos histoquimicos, investigaram as
interrelacdes entre a atividade da mATPase, a atividade das enzimas metabdlicas
(succinato desidrogenase, SDH e a-glicerolfosfatase desidrogenase, GPD) e a area de
seccao transversal (AST) das fibras musculares do musculo gastrocnémio de ratos. Este
estudo indicou uma correlacdo positiva entre a isoforma de MHC e atividades das
enzimas mATPase e GPD (enzimas associadas ao metabolismo glicolitico), na qual
evidenciou um padrido de atividade destas enzimas, de acordo com o tipo de fibra:
[IB>IID/XB>IID/X>ITAXSITASIHIIA>IL. Por outro lado, a atividade da SDH, enzima
associada ao metabolismo oxidativo, foi maior nas fibras ITA>I>IIB. Contudo, as fibras
com maior AST (IIB e IID/X), apresentaram maior atividade da GPD e menor atividade
da SDH, inversamente, as fibras com menor AST (I e IIA), apresentaram maior
atividade da SDH e menor atividade da GPD. Estes resultados apontam uma associag¢éo
entre a isoforma de miosina expressa, AST e propriedade metabdlica muscular, de
acordo com as caracteristicas contrdteis, morfoldgicas e bioquimicas, a fim de garantir a
especificidade funcional dos diferentes musculos.

De acordo com os vérios parametros descritos para identificar os diferentes tipos
de fibras musculares, tais como: as diferencas nas isoformas das MHCs, o perfil das
enzimas metabdlicas, as caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas, e suas propriedades
estruturais e contrateis (Dubowitz & Pearse, 1960; Pette & Staron, 2001; D’ Antona et
al., 2006), tem sido utilizada uma nomenclatura geral para classificar os diferentes tipos
de fibras musculares: Fibras de contragdao lenta — Tipo I (slow-twitch fibers),
dependentes do metabolismo oxidativo (SO — slow oxidative); Fibras de contracdo
rapida — Tipo IIA (fast-twitch fibers), dependentes do metabolismo oxidativo e
glicolitico (FOG - fast oxidative and glycolytic) e Fibras de contracio rdpida - Tipo 1IB
(fast-twitch fibers), dependentes do metabolismo glicolitico (FG - fast-twitch
glycolytic) (Peter et al., 1972; Simoneau & Bouchard, 1995; Powers & Howley, 2000;
Wilmore & Costill, 2001) (tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas estruturais, bioquimicas e morfofuncionais das fibras

musculares esqueléticas Tipo I, IIA e IIB.

CLASSIFICACAO DOS TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES

Tipos de Fibras
Contracio Rapida Contracio Lenta
Caracteristicas Tipo IIB (FG) Tipo ITA (FOG) Tipo I (SO)
Morfologia
Cor Branca Branca/Vermelha Vermelha
Area da fibra Grande Intermedidria Pequena
Capilares/mm2 Baixo Intermediério Alto
Densidade mitocondrial Baixa Intermedidria Alta
Substratos Energéticos
Reserva de fosfocreatina Alta Alta Baixa
Reserva de glicogénio Alta Alta Baixa
Reserva de triglicerideos Baixa Meédia Alta
Histoquimica e Bioquimica
Atividade da mATPase Alta Alta Baixa
Atividade de enzimas glicoliticas Alta Alta Baixa
Atividade de enzimas oxidativas Baixa Meédia/Alta Alta
Capacidade Glicolitica Alta Alta Baixa
Capacidade Oxidativa Baixa Média/alta Alta
Funcio e Contratilidade
Velocidade de contragio Répida Répida Lenta
Velocidade de relaxamento Répida Répida Lenta
Resisténcia a fadiga Baixa Moderada/alta Alta
Produgdo de forca Alta Intermedidria Baixa
Elasticidade Alta Alta Baixa

Adaptado de Kraus W, Torgan CE, Taylor DA (1994) Skeletal muscle adaptation low frequency motor
nerve stimulations. Exerc Sport Sci Rev 22:313-60.
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2. Plasticidade do Misculo Esquelético

A diversidade funcional e metabdlica dos diferentes tipos de fibras confere ao
musculo esquelético uma alta capacidade para realizar uma variedade de demandas
funcionais (Campos et al., 2002). Contudo, as fibras musculares exibem uma alta
plasticidade, o que habilita este tecido a alterar suas caracteristicas morfoldgicas,
metabdlicas e funcionais, como resposta a estimulos especificos (Pette & Staron, 2000;
Fluck & Hoppeler, 2003; Magaudda et al., 2004). Esta plasticidade muscular tem sido
investigada em diferentes estimulos, tais como o treinamento de resisténcia (aerébico)
(Demirel et al., 1999), o treinamento contra resisténcia (forca) (Harber et al., 2004), a
estimulagdo elétrica (Simoneau & Pette, 1988), a desnervacido (Gutmann et al., 1972), a
reinervacdo cruzada (Buller et al., 1960), a microgravidade (Caiozzo et al., 1996; Fitts et
al., 2001), a intervencao nutricional (Moura et al., 2002; Willoughby & Rosene, 2003;
Andersen et al., 2005), o envelhecimento (Klitgaard et al., 1990; Frontera et al., 1991) e
os fatores hormonais (Caiozzo et al., 1992; Adams et al., 1999).

As possiveis adaptagdes do misculo esquelético em resposta ao exercicio fisico
tém sido amplamente investigadas (Williamson et al., 2000; Sharman et al., 2001;
Parcell et al.,, 2003; Harber et al., 2004). Os estimulos sucessivos dos diferentes
modelos de treinamento fisico podem provocar ajustes especificos no fendtipo das
fibras musculares, a fim de suprir as necessidades do organismo, e, otimizar o

desempenho fisico (Siu et al., 2004).

3. Adaptacoes das Fibras Musculares ao Treinamento Contra Resisténcia (TCR)

Estd bem relatado que o treinamento contra resisténcia (TCR) pode provocar
adaptacdes funcionais, estruturais e metabdlicas no musculo esquelético (Green et al.,
1999; Sharman et al.,, 2001). Varios estudos mostram um aumento da massa
(hipertrofia), for¢a e drea muscular em diferentes modelos de TCR (McCall et al., 1996;
Sharman et al., 2001; Widrick et al., 2002). A magnitude das respostas musculares a
este modelo de treinamento é dependente da intensidade (carga), do ndimero de séries e
repeticdes (volume), do periodo de descanso entre as séries e exercicios, da freqiiéncia
de treinamento e da velocidade das repeticoes (Kraemer et al., 2002; Galvao & Taaffe,

2004). Galvao & Taaffe (2005), em um estudo com idosos (65 — 78 anos), mostraram
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que o TCR consistindo de 1 série (série inica) de 8 repeti¢des € suficiente para melhorar
a forca e resisténcia muscular, porém, os ganhos sio maiores com volumes mais altos
(multiplas séries) de treinamento (3 séries de 8 repeticdes). Resultados semelhantes
foram observados em mulheres pds-menopausa (1 a 8 anos apds a menopausa)
previamente treinadas, que apresentaram maiores valores de for¢ca maxima, com
protocolo de miltiplas séries, comparado a série unica (Kemmler et al., 2004). Em
contraste aos estudos anteriores, Hass et al., (2000), analisando homens experientes na
pratica de treinamento com pesos (TCR), ndo encontraram diferengas significantes entre
os protocolos de série tnica (1 série) e séries multiplas (3 séries), na promogao da forga
e resisténcia muscular. Neste contexto, a disparidade encontrada nos resultados destes
estudos, aponta para uma especificidade nas adaptacdes musculares, de acordo com o
modelo de TCR, a idade, o sexo, o grau de treinabilidade e a experiéncia dos individuos
com o treinamento.

Campos et al., (2002), analisaram os efeitos de trés regimes de treinamento
contra resisténcia, G1: Baixa Repeticéo, 4 séries de 3 a 5 repeticdes maximas (RM); G2:
Intermedidria repeticdo, 3 séries de 9 a 11 RM e G3: Alta repeticdo, 2 séries de 20 a 28
RM, sobre a drea de secgdo transversal das fibras musculares (AST), a forca dinadmica
méaxima (FDM), o percentual relativo dos tipos de fibras, as miosinas de cadeia pesada
(MHC) e a resisténcia muscular localizada (RML), em individuos jovens (22,5 + 5,8
anos). O treinamento com baixas repeticdes (alta carga - Intensidade), promoveu
maiores ganhos de FDM. Por outro lado, o grupo Alta repeticio (baixa carga -
Intensidade) apresentou uma maior RML, ap6s o periodo de treinamento. Além disso,
houve um aumento na AST das fibras musculares do tipo I, ITA e IIB nos grupos Baixa
e Intermedidria repeticdo, o que confirma uma maior efetividade do TCR de alta
intensidade e baixo volume, em promover uma maior hipertrofia das fibras musculares.
Interessantemente, estas adaptacdes musculares estiveram acompanhadas de alteracdes
no perfil fenotipico das fibras musculares, na qual foi evidenciado, através da reagdo da
ATPase miofibrilar, um aumento no percentual de fibras [IAB e reducdo das fibras IIB,
em todos os grupos. Em paralelo, a andlise eletroforética revelou uma redugdo no
conteido de MHCIIb, com concomitante aumento da MHClIIa, ap6s o periodo de
treinamento.

Em adicdo, Harber et al., (2004), analisando os efeitos de 10 semanas de TCR
em circuito, em individuos jovens (21 — 25 anos), observaram um aumento na forca

dindmica maxima (1RM) e AST das fibras IIA, acompanhado de um aumento na
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expressdao da MHClIla e reducdo da MHCIIb, sem alteragdes significantes no percentual
de fibras (mATPase). Com isto, os autores sugerem um ajuste nas isoformas de MHCs,
precedente a modulacdo das fibras musculares, como observado em individuos ndo
treinados ap6s 2 semanas de TCR (Staron et al., 1994) e idosos ndo treinados apds 12
semanas de TCR (80% 1RM) (Williamson et al., 2000).

As adaptacdes das fibras musculares, observadas em individuos jovens
submetidos a diferentes programas de TCR, sido semelhantes as encontradas em idosos
(60 — 75 anos), as quais demonstram um aumento da forca dindmica maxima (FDM),
associada a reducdo da MHCIIb e aumento da MHClIIa (Sharman et al., 2001). Segundo
este autor, o ajuste fenotipico da isoforma MHCIIb em dire¢cio a MHCIla (MHCIIb —
MHClIIa), ocorre devido a plasticidade da MHCIIb para ajustar-se em dire¢@o a fibras
mais oxidativas, como conseqiiéncia do recrutamento em protocolos de TCR. Contudo,
o ajuste da MHCIIb para MHCIla como resultado do TCR em sujeitos jovens, foi
amplamente demonstrado (Adams et al., 1993; Jurimae et al., 1996; Carroll et al.,
1998).

O trabalho de Staron et al., (1984), confirma a efetividade do TCR, em provocar
um ajuste fenotipico entre a populacdo de fibras rapidas (IIB — IIA), na qual foi
observada uma alta proporcdo de fibras IIA, em atletas levantadores de peso,
comparados a ndo-treinados, que apresentaram uma maior propor¢io de fibras [IB. Em
mulheres submetidas a 20 semanas de TCR, estes autores observaram uma reducio do
percentual de fibras IIB e aumento da populagdo de fibras IIA, acompanhado de um
aumento na AST (hipertrofia) das fibras I (15%), IIA (45%) e IIAB + 1IB (57%) (Staron
et al., 1990).

Nesta linha de investigagdo, Williamson et al., (2001), mostraram um aumento
da MHClIIa, concomitante a uma reducdo da propor¢do de fibras hibridas (I/IIA +
/ITA/MIX + HA/IIX), em individuos jovens (homens; 25 + 2 anos e Mulheres; 22 + 1
ano), apds 12 semanas de TCR.

Parece estar claro que o estimulo do TCR ¢ suficiente para provocar mudancas
especificas no fendtipo muscular, nas quais indicam um ajuste entre a populacio de
fibras rapidas (tipo IIB — tipo IIA), que contribui para uma maior eficiéncia e
capacidade oxidativa das fibras musculares.

Vale ressaltar que outros protocolos de treinamento fisico, como por exemplo,
os protocolos de treinamento aerdbico, podem ocasionar respostas adaptativas

semelhantes as observadas no treinamento contra resisténcia, porém, a magnitude destas
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respostas parece ser diferente, devido ao padrao de estimulo nervoso e recrutamento das

fibras musculares.

4. Adaptacoes das Fibras Musculares ao Treinamento de Resisténcia (Treinamento
Aerdébico).

As respostas aos diferentes modelos de treinamento de resisténcia (treinamento
aerébico) tém sido associadas a adaptacdes morfoldgicas e metabdlicas dos musculos,
tais como o aumento no nimero de mitocondrias e na atividade das enzimas do
metabolismo oxidativo, a elevacdo na concentracdo de proteinas mitocondriais (Stone et
al., 1996; Hawley, 2002), e a melhora na captag@o de oxigé€nio em exercicio submiximo
(Demirel et al., 1999; Trappe et al., 2006).

As adaptagdes musculares agudas e cronicas, que ocorrem em resposta a relagao
Estimulo/Resposta de treinamento aerdbico, as quais promovem um aumento da
capacidade oxidativa e antioxidante muscular, estdo bem estabelecidas (Dudley, 1982;
Powers, 1994). No entanto, as possiveis mudancas no perfil fenotipico das fibras
musculares em resposta ao treinamento aerdbico, relacionadas ao padrio de
recrutamento das fibras musculares, permanecem pouco esclarecidas.

Virios estudos procuram investigar as possiveis adaptacdes das fibras
musculares a padrdes de impulsos nervosos de baixa freqii€ncia, assim como em
modelos de treinamento fisico de longa duracgéo (treinamento de resisténcia ou aerébico,
endurance training) (Demirel et al., 1999; O’Neill et al., 1999; Trappe et al., 2006) e
Estimulacdo Elétrica Cronica de Baixa Frequéncia (CLFS - Chronic low-frequency
stimulation) (Salmons & Vrbova’, 1969; Simoneau & Pette, 1988). A CLFS causa
maiores mudancas no fendtipo das fibras musculares, comparada ao treinamento
aerdébico, as quais seguem uma ordem de ajuste, das isoformas rapidas em dire¢cdo as
isoformas lentas, como descrito em musculos de contragdo rapida de ratos (MHCIIb —
MHCIId — MHCIIa) e coelhos (MHCIId — MHCIla — MHCI) (Pette & Staron,
2000). As adaptacdes fenotipicas das fibras musculares, aos estimulos da CLFS, sdo
quantitativamente maiores, mas qualitativamente similares quando comparadas ao
estimulo pelo treinamento fisico (Pette & Staron, 2001). Embora os estimulos dos
diferentes protocolos de treinamento aerdbico e treinamento de forga (contra resisténcia)
sejam suficientes para provocar um ajuste das fibras rapidas em direcdo a lentas (IIB —

ITA) (Sullivan et al., 1995; Sharman et al., 2001; Putman et al., 2004), estas mudancgas
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ndo atingem a transi¢do entre os diferentes tipos de fibras, como observado na CLFS
(IID — ITA — I) (Pette & Staron, 2001).

Demirel et al., (1999), investigando a relagdo Estimulo/Resposta de 10 semanas
de treinamento aerdbico (corrida a 75% VO; mix) em 3 grupos de ratos (G1: 30 min/
dia; G2: 60 min/ dia; G3: 90 min/ dia), observaram um aumento da MHCI, MHClIIa e
MHCIId/x e reducdo da MHCIIb, no misculo extensor longo dos dedos (EDL), do
grupo de maior volume (G3). Além disso, houve uma reducdo na MHCIIb,
acompanhada de um aumento na MHCIla, no musculo plantar dos trés grupos. No
musculo séleo, o treinamento com duragdo maior do que 60 minutos (G3) provocou
reducdo da MHClIa, com concomitante aumento da MHCI. De acordo com os autores,
0 aumento na durag@o do treinamento pode ampliar a magnitude dos ajustes fenotipicos
das isoformas de MHCs rdpidas em direcdo as lentas, semelhantes as mudancgas
induzidas pela CLFS (IIB — IHA — I). Este estudo aponta uma associacdo entre o
tempo (duracdo do estimulo) e o volume de treinamento (intensidade do estimulo), na
magnitude de modulacdo das fibras musculares. Além disso, o volume de treinamento
suficiente para induzir a estas mudangas fenotipicas, varia entre os diferentes musculos,
mostrando as diferencas no padrio de recrutamento das fibras e especificidade nos
ajustes das fibras musculares.

Em humanos, algumas evidéncias da modulacio das fibras musculares,
atingindo a transi¢do de fibras rdpidas para lentas (tipo Il — tipo I), foram observadas
em individuos que praticavam treinamento aerdbico ha 10 anos. A andlise do musculo
vasto lateral revelou um maior percentual de fibras do tipo I no grupo treinado (70,9%),
comparado ao grupo sedentdrio (37.7%), enquanto que o percentual de fibras do tipo II
foi menor (25,3%) versus (51,8%), no sedentirio (Thayer et al., 2000). Em adicdo,
Harber et al., (2002), observaram que o miusculo gastrocnémico de corredores de longa
distancia (fundistas), apresentava maior proporcdo de fibras do tipo I (MHCI) (71%),
quando comparados a corredores de média distancia (56.3%) e corredores recreativos
(59.8%). Além disso, os corredores de média distincia apresentaram um alto percentual
de fibras IIA (MHCIIa) (43,3%), em relacdo aos fundistas (28,5%) e recreativos
(30,2%). O trabalho mostrou também uma alta distribuicdo de fibras tipo IIB (MHCIIb)
(10.0%) em recreativos, quando comparados aos outros corredores (0,4%). Frente aos
resultados, os autores sugerem um aumento na expressdo de MHCI, posteriormente ao
treinamento de corrida de longa distancia, e uma prevaléncia de MHClIla, apds

treinamento para eventos de média distancia.
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Entretanto, vale ressaltar que os estudos anteriores analisaram o perfil muscular
de atletas ja treinados, sem investigar a modulacdo das fibras musculares nos momentos
pré e pds o periodo de treinamento, o que ndo exclui a possibilidade genética destes
atletas ja apresentarem maiores proporcdes de um determinado tipo de fibra, antes de
iniciarem o periodo de treinamento. Individuos que foram submetidos a 8 semanas de
treinamento aerébico, mostraram um aumento no percentual das fibras do tipo IIA
(65% para 75 %), sem qualquer alteracdo no percentual de fibras do tipo I, ap6s o
treinamento (Andersen & Henriksson, 1977). De modo semelhante, Trappe et al.,
(1995), analisando 28 atletas, corredores de longa distdncia altamente treinados, em
1973 e, novamente em 1992, observaram que nos individuos que continuavam
altamente treinados, ndo foram evidenciadas alteragdes no percentual de fibras do tipo I
por ocasido da andlise realizada 20 anos depois. J4, Trappe et al., (2006), investigando
os efeitos de 13 semanas de treinamento de maratona (treinamento aerdbico) em
corredores recreacionais, observaram uma redu¢do no didmetro das fibras do tipo I e
tipo II, acompanhada de um aumento no percentual de fibras do tipo I e da MHCI, além
de um aumento na poténcia e velocidade de contrag@o nas fibras do tipo I. De acordo
com os autores, estas adaptacdes apontam as mudangas musculares adicionais,
necessdrias para melhora do rendimento fisico, em eventos de longa duragéo.

Alguns autores sugerem que ocorra uma hipertrofia seletiva das fibras
musculares, de acordo com o tipo de treinamento, o que explicaria uma maior ocupagio
das fibras do tipo [ na 4rea muscular de corredores de longa distincia (atletas de
endurance), e fibras do tipo II em atletas submetidos a treinamento anaerébico (Costill
et al., 1976).

Contudo, embora alguns trabalhos apontem um aumento no percentual de fibras
do tipo I (MHCI) seguida de treinamento aerdbico, existem evidencias limitadas da
ocorréncia de transicdo das fibras do tipo II para fibras do tipo I, independente do tipo

de treinamento (treinamento aerdbico ou treinamento contra resisténcia) (tabela 2).
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Tabela 2 — Representacdo esquemdtica da direcdo dos ajustes das fibras musculares ao
treinamento contra resisténcia e treinamento aerébico em humanos e animais. Presenga
de modulacdo (seta continua), Auséncia de modulagdo (seta interceptada), Possibilidade

de modulacgio (seta descontinua).

Modelos TREINAMENTO CONTRA RESISTENCIA
Humanos < -

Tipo I Tipo ITA Tipo IIB
Animais + -

TREINAMENTO AEROBICO

Humanos o e -
Tipo I Tipo IIA Tipo IIB
Animais “ +

5. Mecanismos Envolvidos no Controle do Fenétipo Muscular ao Treinamento
Fisico

Diferentes modelos de treinamento fisico podem provocar mudangas especificas
no musculo esquelético, as quais estdo relacionadas a uma melhor capacidade de
resposta metabdlica para suprir a demanda funcional (Scott, 2001). O treinamento
contra resisténcia (TCR), tem sido amplamente divulgado como um estimulo adicional,
capaz de promover um aumento na drea de seccdo transversal das fibras musculares
(hipertrofia) (Campos et al., 2002; Kraemer et al., 2002). Contudo, a magnitude da
resposta hipertréfica muscular, pode ser influenciada pela selecdo dos diversos modelos
de TCR (freqii€ncia, intensidade e duracdo das sessdes individuais), que contribuem
para as respostas celulares e moleculares, que promovem os ajustes musculares (Haddad
& Adams, 2002).

As principais adaptacdes musculares envolvidas no mecanismo de hipertrofia
sao atribuidas a uma populacdo de células residentes no musculo esquelético adulto, as
células satélites ou miossatélites (Hawke & Garry, 2001).

As células miossatélites sdo mioblastos que ndo se fundiram durante a
miogénese, permanecendo quiescentes entre a membrana plasmadtica da fibra muscular e
a lamina basal, sendo denominados também de mioblastos adultos indiferenciados
(Hawke & Garry, 2001). As células satélites foram descritas pela primeira vez em

musculos de rd, recebendo essa denominacdo pela sua posicdo em relagdo as fibras
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diferenciadas, sendo posteriormente identificadas em misculos de aves, répteis e
mamiferos (Mauro, 1961; Muir et al., 1965; Gamble et al., 1978; Campion et al., 1981;
Hartley et al., 1992; Bischoff, 1994; Hawke & Garry, 2001).

O numero de células satélites no musculo é dependente da espécie, da idade e do
tipo de fibra considerado (Schultz & McCormick, 1994). Em camundongos, ao
nascimento, 32% dos nucleos das fibras correspondem as células satélites e nos animais
adultos e senis, a porcentagem diminui para 5 e 2%, respectivamente (Snow, 1977).
Considerando-se a velocidade de contragdo dos misculos, em ratos adultos, os
musculos de contracdo rdpida apresentam menor porcentagem de células satélites,
enquanto nos musculos de contracdo lenta essa porcentagem ¢ maior (Gibson &
Schultz, 1982). Em ratos e no homem, a freqiiéncia desse tipo celular varia ao longo da
fibra muscular, sendo 20% maior na regido da jun¢do mioneural (Wokke et al., 1989) e

préximo de capilares sanguineos (Schmalbruch & Hellhammer, 1977).

As células satélites sdo precursores miogénicos com extensa atividade
mitogénica, que contribuem para o crescimento muscular pds-natal, a regeneragcdo das
fibras musculares danificadas e a manutencdo do musculo esquelético adulto (Seale &
Rudnicki, 2000), além de exibirem uma alta capacidade de auto-renovacdo (Deasy et al.,
2001). Na auséncia de estimulo, as células satélites permanecem inativas (estado
quiescente), apresentando uma alta relacdo nicleo/ citoplasma, com poucas organelas,
ntcleo menor e aumento da heterocromatina, comparado aos niicleos adjacentes da fibra

muscular (miontcleos) (figura 5).
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Figura 5 — A: Corte transversal de musculo estriado de rato. Localizagdo periférica da célula
satélite (seta continua), Fibra muscular (F) e Miontcleo (seta descontinua). Coloragdo H.E. B:

Ultra-estrutura de uma fibra muscular. Célula satélite (seta branca) e Miontcleo (seta preta).

Em resposta a estimulos adaptativos (microtrauma do treinamento resistido) ou
estimulos mais severos (acdo de toxinas e distrofia muscular), as células satélites sdo
ativadas, proliferam-se e se diferenciam em mioblastos (Hawke & Garry, 2001).
Durante a regeneracdo (reparo) da microlesdo muscular ocasionada pelo estimulo do
treinamento fisico (treinamento resistido), os mioblastos irdo migrar para a regido
danificada e, fundir-se a fibra muscular pré-existente para reparar o local da microlesao
(hipertrofia), porém, em casos de lesdes mais severas, os mioblastos poderdo se alinhar
e fundir-se entre si, para formar uma nova miofibra (Bischoff, 1994; Hawke & Garry,
2001; Chargé & Rudnicki, 2004) (figura 8). Na fase ativa, as células satélites exibem
um aumento na relagdo citoplasma/ nicleo, aumento no ndmero de organelas
intracelulares e reducio da heterocromatina (Schultz & McCormick, 1994).

A microlesdo muscular (microtrauma adaptativo) € essencial para a promocgéo do
crescimento e reparo muscular, por meio da ativagdo das células satélites. Este fato
explica a maior hipertrofia promovida pela contragdo excéntrica, uma vez que, este tipo
de contragdo gera uma maior sobrecarga, e conseqiientemente, uma maior microlesio
das fibras musculares, ocasionando maiores adaptagcdes (Bacurau, 2001).

Durante o processo de regeneracgdo, varios fatores de crescimento sao expressos
para atender ao controle e ativagdo das células satélites, podendo atuar como

reguladores positivos: os hormodnios (GH, growth hormone; insulina; testosterona), os
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fatores de crescimento (IGF, insulin-like growth factor; HGF, hepatocyte growth factor;
FGF, fibroblast growth factor) e as citocinas (interleucina 6, IL-6; Interleucina 15, IL-
15), e/ou reguladores negativos: o TGF-f, Fator B de crescimento em transformagéo
(Chargé & Rudnicki, 2004).

Além disso, as células satélites tanto no estado de quiescéncia como no estado
ativado, expressam marcadores miogénicos (Hawke & Garry, 2001), que controlam as
fases de ativagdo, proliferagcdo e diferenciacio das células satélites durante o processo
de reparo muscular (Seale & Rudnicki, 2000).

Virios marcadores para as células satélites foram identificados, entre eles estdo
os fatores de transcricdlo MNF(Foxkl) (Hawke & Garry, 2001), Pax7 (Charge &
Rudnicki, 2004) e Sox 8 (Schmidt et al., 2003), o c-Met (Cornelison et al., 2000), as
proteinas CD34 (Michal et al., 2002) e p27 Kip (Spangenburg et al., 2002) e os fatores
de regulacdo miogénica (myogenic regulatory factors ou MRFs), que sdo proteinas
pertencem a familia dos fatores transcricionais “basic helix-loop-helix” (BHLH), da
qual fazem parte a Miogenina, MRF4, MyoD e o Myf5 (Seale & Rudnicki, 2000)
(figura 6).

Célula Satélite NMioblasto Miofibra

*u—-i;qf;—-j:—-ﬁ_. 4

Quiescente Ativada Proliferacio Diferenciacio Fusio na Reparo
miofibra
— CD34 I A B

PaxT

MyoD

Figura 6 — Representacdo esquemdtica das células satélites e marcadores especificos de cada
estagio. As células satélites quiescentes expressam CD34 e Pax 7. Apds a ativagdo, as células
satélites proliferam e expressam MyoD e Myf5. Posteriormente, essas células se diferenciam e

ha maior expressao de miogenina e MRF4. (Adaptado de Zammit et al., 2006).
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Pesquisas com a utilizagdo da microscopia eletronica, evidenciaram algumas
proteinas que sdo expressas pelas células satélites (como exemplo a M-caderina;
molécula de ades@o celular dependente de cdlcio), mas ndo sdo expressas pelos

miontcleos, tornando mais simples o seu estudo e de outros componentes musculares

(Morgan & Partridge, 2003) (figura 7).

MyOD

Figura 7 — Fibra muscular mostrando uma célula satélite. A: Célula satélite marcada com o
anticorpo para M-caderina (vermelho), Estriacdes das fibras musculares coradas com anticorpo
para Desmina (verde) e Mionicleo (azul). B: Célula satélite ativada para a proliferacao,

expressando MyoD (verde) e CD34 (vermelho) (Adaptado de Morgan & Partridge, 2003).

Os MRFs compartilham um dominio homodlogo bHLH, que é necessario para a
ligacdo com o DNA e para a dimerizacdo com fatores transcricionais da familia da
proteina E. Os heterodimeros MRF-proteina E e os monomeros de MRFs ligam-se a
seqiiéncias de DNA (5°-CANNTG-3"), conhecidas como Ebox, presentes na regido
promotora de vérios genes musculo — especificos (Murre et al., 1989), levando a
expressdo de proteinas do sarcomero (Davis et al., 1990).

As células satélites quiescentes ndo expressam os MRFs, porém, em
conseqiiéncia de um miotrauma, sdo ativadas, proliferam, se diferenciam e passam a

expressar os fatores de regulacdo miogénica (Seale & Rudnicki, 2000) (figura 8).
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Figura 8 — Regeneracdo Muscular. (A) Fibra muscular normal com célula satélite quiescente e
miontcleo. Apds o dano (miotrauma) da fibra muscular (B), as células satélites quiescentes s@o
ativadas, proliferam-se (C) e, em seguida, diferenciam-se em mioblastos (E). Em ocasido da
microles@o adaptativa (microtrauma adaptativo) provocada pelo estimulo do treinamento fisico
(treinamento resistido), os mioblastos irdo migrar para a regido danificada e, fundir-se a fibra
muscular pré-existente para reparar o local da microlesdo (hipertrofia) (F), porém, em casos de
miotraumas mais severos, os mioblastos se alinham e fundem-se entre si, para formar uma nova
miofibra (G), e reparar o dano da fibra muscular (H). Durante o processo de regeneracdo, alguns
mioblastos retornam ao estado quiescente e restabelecem a populacdo de células satélites para
subseqiiente reparo muscular (D). A fase de ativacdo das células satélites é caracterizada pela
alta expressdo de MyoD e Myf5 e na diferenciacio dos mioblastos ocorre um aumento na
expressdo de Miogenina e MRF4 (Azul). Cada estdgio do processo de regeneragdo ¢ mediado
por fatores de crescimento, que atuam como reguladores positivos (verde) ou reguladores

negativos (vermelho) (Adaptado de Charge & Rudnick, 2004).

O estudo de Psilander et al., (2003), aponta um aumento nos niveis de mRNA
para Miogenina, MyoD e MRF4 no miusculo vasto lateral (VL) humano, apds um tnico
periodo de treinamento resistido. Segundo estes autores, 0 aumento na sintese protéica
(hipertrofia) observada nos modelos de treinamento contra resisténcia pode ser resultado
de uma melhora transcricional, de uma maior estabilidade nas moléculas de mRNA, de
uma maior taxa de traducdo, ou a combinacdo destes processos (Psilander et al., 2003).

De modo semelhante, Bickel et al., (2005), mostraram um aumento na expressao de
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mRNA para MyoD e miogenina, no muisculo VL, apds um tnico periodo de contracio
mdaxima, por meio de estimulagdo elétrica neuromuscular. Estes trabalhos suportam a
idéia de que os MRFs estdo envolvidos no processo de hipertrofia e/ou transi¢dao dos
tipos de fibras.

As adaptacgdes fenotipicas musculares observadas em diferentes modelos de
treinamento fisico sdo dependentes da forca, velocidade e duracdo dos padrdes de
contracdo muscular (Impulso nervoso), cuja magnitude esta associada aos estimulos
extrinsecos (carga ou estresse mecanico) e intrinsecos (niveis de cdlcio intracelular,
hipdxia e o estado redox) (Baar et al., 1999).

Os  estimulos  especificos  (perturbagdes  mecanicas,  estiramento,
microlesdo/injiria e estresse celular), originados de diferentes tipos e protocolos de
exercicio fisico sdo transduzidos por receptores de superficie celular (moléculas
transmembranas), ativando uma ‘“‘cascata” de moléculas intracelulares (vias
moleculares), que integram esta informacdo (Wackerhage & Woods, 2002), e assim,
controlam as mudangas quantitativas e qualitativas no misculo, por meio da ativacio ou
repressao de genes musculo especificos (Bassel-Duby & Olson, 2006). Dentre as vias
moleculares, destaca-se a via da Calcineurina (proteina fosfatase dependente da Ca*
/Calmodulina) (Dun et al., 1999). Em resposta ao aumento nos niveis de Ca*?
intracelular, a Calcineurina torna-se ativa, e assim, serd responsdvel pela retirada do
fosfato ligado ao substrato NFAT (fator nuclear de ativacdo das células T, nuclear factor
of activated T cells), que em condicdes basais encontra-se no citoplasma (Chin et al.,
1998). Ap6s a retirada do fosfato o NFAT € translocado para a regido promotora nuclear
(DNA) (Rao et al., 1997), onde ird promover ativagdo de genes que expressam proteinas
relacionadas a fibras de contragdo lenta (metabolismo oxidativo) (Chin et al., 1998;
Dupont-versteegden et al., 2002).

Pesquisas recentes apontam a participacdo de varias outras vias moleculares no
controle do fendétipo muscular, incluindo a via das proteinas kinases CaMKs
(Ca+2/ca1m0dulin—dependent protein kinases, proteinas kinase dependentes da
Ca**/Calmodulina) (Chin, 2005), a via das AMPKs (AMP-activated protein kinase -
proteinas kinases ativada pela AMP) (Kemp et al., 2002), a via do NF-k3 (nuclear factor
Kappa B — fator nuclear kappa ) (Ma et al., 2001), a via do MEF2 (myocyte enhancer
factor 2, fator de aumento do midcito) (Chin, 2005) e os hormonios insulina
(Wackerhage & Woods, 2002; Chin, 2005) e IGF-I (insulin-like growth factor, fator de

crescimento ligado a insulina) (Tidball, 2005).
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Virios estudos fornecem evidencias da atuagdo do IGF-I como um potente sinal
anabdlico no tecido muscular (Hobler et al., 1998; Barton-Davis et al., 1999; Glass,
2003; Goldspink, 2005). Os sinais mecanicos que atingem as células musculares, como
por exemplo, a perturbagdo mecanica nas fibras musculares, ocasionada pelo processo
de contracdo durante o exercicio fisico (treinamento resistido), induzem & liberagdo do
IGF, que se liga ao receptor na superficie celular, e, assim, ativa uma “cascata” de
eventos intracelulares, através da via (IRS—>PI3K—>AKT—>Mtor—>p7OS6k). O IGF
ligado ao receptor ird recrutar o IRS (substrato responsivo a insulina, insulin response
substrate), causando a ativagdo da PI3K (kinase fosfatidil-inositol-3, phosphatidyl-
inositol-3), que adiciona fosfato na AKT (serine-threonine kinase), tornando-a ativa
para fosforilar o mTOR (mammalian target of rapamycin), e subsequentemente a p70S6k
(p70 S6 Kinase), que atua como um potente estimulador da sintese protéica (Glass,
2003; Tidball, 2005).

As diferentes vias de sinalizacdo intracelular sdo ativadas de acordo com a
especificidade das respostas funcionais, na qual miltiplos processos sdo necessarios
para regular a expressdo de genes especificos, responsdveis pelas alteracdes das

propriedades contrateis e metabdlicas das fibras musculares (figura 9).
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Figura 9 — Vias de sinalizagdo intracelular envolvidas nas mudancgas fenotipicas do musculo
esquelético ao exercicio fisico. Via (1) Os sinais mecanicos que atingem a fibra muscular, como
por exemplo, a perturbacdo mecanica ocasionada pelo processo de contragdo durante o exercicio
fisico (treinamento resistido), induz a liberacdo do IGF, que se liga ao receptor na superficie
celular, e, assim, ativa uma ‘“cascata” de eventos intracelulares, através da via
IRS—PI3K—AKT—Mtor—p70**, aumentando a sintese protéica. (2) — Diferentes estimulos,
tais como as mudangas na concentragdo de calcio relacionada a contracdo muscular (padrdo de
atividade do neur6nio motor), as perturbacdes mecanicas (estresse celular), o estiramento, a
microles@o/injuria, o estado energético e a hipdxia, podem ativar a calcineurina e outras vias
moleculares, que controlam os eventos intracelulares que ativam a expressdo de proteinas
contrateis, enzimas, fatores de crescimento, proliferacio de células satélites, biog€nese
mitocondrial e apoptose, de acordo com a especificidade da resposta funcional (Adaptado de

Tidball, 2005).
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5. Adaptacoes Musculares ao Treinamento fisico e a Suplementacio de Creatina.

O fendmeno esportivo atual é um conjunto complexo de elementos que envolve
atletas, clubes, espectadores, torcidas e patrocinadores, responsdveis diretos pela
transformacdo do esporte em um dos principais negécios do planeta. Neste contexto, o
sucesso nos esportes de alto rendimento tem sido vinculado a uma oportunidade de
melhora na condicdo financeira e social dos individuos.

Em uma época na qual o sucesso esportivo, individual ou de uma equipe, é
politicamente e socialmente resumido a titulos e vitdérias, a reflexdo sobre o alto
rendimento esportivo conduz para a frase “vencer a qualquer custo”. Diante da
importancia do esporte e da busca constante pela superacdo dos recordes, tem sido
amplamente investigadas, nas diferentes linhas de pesquisas cientificas, as estratégias
para controlar e aprimorar os fatores fisiolgicos, bioquimicos, psicoldgicos e
nutricionais que podem interferir no rendimento fisico do atleta.

Investigacdes recentes mostram que a interven¢@o nutricional pode contribuir
para as adaptagdes musculares, necessdrias para a melhora do rendimento fisico. Nessa
linha de investigacdo, a suplementacdo de creatina tem sido apontada como um potente
adicional ergogénico para o desempenho fisico, podendo promover um aumento na drea
das fibras musculares (Becque et al., 1999; Volek et al., 1999; Moura et al., 2002;) e na
performance durante os exercicios breves e de alta intensidade (Casey et al., 1996;
Earnest et al., 1997; Brenner et al., 2000; Burke et al., 2000; Casey & Greenhaff, 2000).

A creatina é um composto ndo-essencial que pode ser obtida da dieta (carne) ou
sintetizada de forma enddgena, pelo figado, pancreas e rins (Walker, 1979; Wyss &
Kaddurah-Daouk, 2000). Aproximadamente 95% do total de creatina corporal é
armazenada no musculo esquelético, na qual 60 a 70% liga-se ao grupo fosfato, para
formar a fosfocreatina (PCr), enquanto 30 a 40% permanecem sob a forma de creatina
livre (Williams et al., 2000). A PCr € encontrada em maior propor¢do nas fibras do tipo
I, comparada com as fibras do tipo I (Greenhaff et al., 1994). Clark et al., (1996)
mostraram que a quantidade de PCr no miusculo de contragdo rdpida, tipo II (biceps) é
31% mais elevada, em relacdo ao miisculo de contracio lenta, tipo I (s6leo).

A suplementacgdo de creatina (Cr) promove um aumento da concentracio total de
creatina intramuscular, armazenada na forma de creatina livre e fosfocreatina
(PCr)(Balsom et al., 1994; Hultman et al., 1996; Branon et al., 1997). Os elevados

niveis de PCr, que atua como doador de fosfato para o ADP, favorece uma maior
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ressintese e fornecimento de ATP durante os exercicios breves e de alta intensidade
(Cordain, 1998), Assim, a creatina pode otimizar a realizacio de uma tnica série ou
séries repetidas de exercicios, aumentando a intensidade do treinamento fisico, e,
consequentemente, as maiores respostas adaptativas na estrutura (hipertrofia) e funcéo
muscular (poténcia, for¢a, velocidade) (Earnest et al., 1995). Neste contexto, alguns
pesquisadores atribuem os efeitos benéficos da creatina, em resposta ao treinamento
fisico, a maior qualidade nas sessdes de treino, pelo aumento dos ajustes de sobrecarga
muscular. (Volek & Kraemer, 1996; Kreider et al., 1998; Volek et al., 1999).

Diante dos relatos cientificos e populares sobre a utilizacdo deste suplemento, a
administracdo de creatina tornou-se uma pratica popular entre os participantes dos
diferentes esportes, como também dos mais variados praticantes de atividade fisica
(Harris et al., 1992).

Virios estudos mostram que a suplementacdo de creatina, associada aos
diferentes modelos de treinamento fisico, pode provocar um aumento no peso corporal
(Greenhaff et al., 1994; Balson et al., 1995; Green et al., 1996; Kreider et al., 1998;
Volek et al., 1999; Kutz & Gunter, 2003). Este ganho de peso pode ser atribuido a uma
maior retengdo de dgua intramuscular e/ou um aumento das proteinas miofibrilares
(hipertrofia das fibras) (Williams & Branch, 1998). Porém, alguns estudos apontam
resultados contraditérios (Thompson et al., 1996; Stout et al., 1999).

Ainda que esteja bem estabelecido o efeito ergogénico da creatina na melhora da
performance muscular (Izquierdo et al., 2002), novos trabalhos sdo necessdrios para
elucidar os efeitos e mecanismos, pelos quais a creatina pode influenciar o fenétipo das
fibras musculares. Louis et al. (2004) observaram que a adi¢do de creatina em cultura de
células C2C12, induz a uma maior hipertrofia miofibrilar, mediada pelo aumento na
expressio de mRNA para IGF-I (insulin-like growth factor) e para os fatores de
regulacdo miogé€nica (Myogenic Regulatory Factors, MRFs). Pesquisas recentes com
humanos sugerem que a creatina pode regular a expressdao dos MRFs e IGF, envolvidos
com a expressdo das isoformas de MHCs e hipertrofia das fibras musculares
(Willoughby & Rosene, 2003; Deldicque et al., 2005), O IGF-I é um fator de
crescimento que atua como um potente sinal anabdlico no tecido muscular, estimulando
a sintese protéica em diferentes condi¢des fisioldgicas (Hobler et al., 1998; Barton-
Davis et al., 1999; Glass, 2003; Goldspink, 2005). Os MRFs controlam a expressdo de
genes musculos especificos durante a miogénese, o crescimento e as adaptacdes

musculares (Seale & Rudnicki, 2000). Estes trabalhos suportam a idéia de que a
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creatina, associada ao treinamento fisico, pode estar envolvida na ativacdo dos fatores
transcricionais, responsdveis pela expressdo de genes musculo especificos, relacionados
a hipertrofia e/ou expressao das isoformas de MHCs.

Embora a hipertrofia das fibras musculares esteja associada a uma maior sintese
de proteina miofibrilar, Louis et al, (2003), ndo apontaram qualquer efeito anabdlico da
creatina, no aumento da sintese protéica. Por outro lado, alguns trabalhos mostraram
que a creatina, por si s0, pode estimular a sintese protéica muscular, em cultura de
mioblastos (Ingwall et al., 1972; Ingwall et al., 1974; Zilber et al., 1975; Ingwall, 1976).

Nesta linha de investigacdo, sdo postuladas duas vias de atuagdo da creatina, por
meio da ativacio dos fatores transcricionais: A primeira seria uma acdo direta da
creatina na ativacdo dos fatores transcricionais, ocasionando um aumento na sintese
protéica. A segunda seria uma acao indireta da creatina, pelo aumento da intensidade de
treinamento, provocando maiores adaptacdes musculares e, consequentemente, a
ativacdo dos fatores transcricionais.

Em adicdo, a creatina tem um potencial efeito ergogénico em algumas atividades
de alta intensidade, mas nao em outras (Hart & Kreider, 2001), como no trabalho de
McKenna et al, (1999), que ndo apontaram diferencas entre os individuos
suplementados com creatina durante 5 dias (30 g/ dia) e ndo suplementados (placebo),
durante teste intermitente maximo em cicloergdmetro. A discrepancia entre os estudos
pode ser resultado do protocolo de treinamento fisico (intensidade x volume), do tempo
de treinamento e descanso entre as séries e exercicio, do musculo analisado, da dose de
creatina e, também, pela especificidade no mecanismo de acao da creatina.

Embora estejam bem relatados os beneficios da creatina na melhora do
rendimento fisico durante os exercicios breves e de alta intensidade, poucos estudos
procuraram elucidar os efeitos da creatina, na presenga (CREX) e auséncia (CR) do
treinamento fisico, sobre a modulag@o das fibras musculares e das isoformas de miosina

de cadeia pesada (MHC).

6. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da suplementagdo de creatina

associada ao treinamento resistido, sobre a morfologia e a expressdo da miosina de

cadeia pesada (MHC) no musculo séleo de ratos.
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RESUMO

Objetivo: Este estudo avaliou os possiveis efeitos do treinamento resistido e da
suplementagcdo de creatina sobre a morfologia e a expressdo da miosina de cadeia
pesada (MHC) no miisculo estriado esquelético de ratos. Métodos: Ratos wistar machos
(2 a 3 meses de idade, 250 a 300 g) foram aleatoriamente divididos em quatro grupos:
ndo-treinados sem a suplementacdo de creatina (CO, n=8); ndo-treinados com a
suplementacgdo de creatina (CR, n= 8); treinados sem a suplementacio de creatina (EX,
n= 08); e treinados com a suplementacdo de creatina (CREX, n= 08). Os grupos EX e
CREX foram submetidos a um protocolo de treinamento resistido de 30 dias, na qual
foram realizadas sessdes de saltos em uma cuba contendo dgua a 30°C e 38 cm de
profundidade, com intervalos de 40 segundos entre as séries. A sobrecarga de
treinamento foi ajustada por meio de um colete acoplado na regido toracica do animal,
sendo equivalente a 50% do peso corporal, durante a fase de adaptagdo ao meio liquido
(1° ao 5° dia), 60% nos dias subseqiientes (6° ao 25°), e 70% na fase final do
treinamento fisico (26° ao 30°). Os grupos CR e CREX foram suplementados com
creatina (0,5 g/kg peso corporal) durante todo o periodo de treinamento fisico,
administrada via oral (gavage). Ao final do experimento, os animais foram pesados e
sacrificados, o musculo séleo foi retirado e os fragmentos musculares foram congelados
em n-Hexano resfriado em nitrogénio liquido a -156°C. Cortes histologicos (10 pum)
foram submetidos a reacdo da ATPase miofibrilar (mATPase) (pH 4,4), para a
identificacdo dos tipos de fibras musculares (I, IC, IIC e IIA). Foi calculada a drea de

seccdo transversal (AST) dos tipos de fibras (200 fibras/ animal), utilizando-se um
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analisador de imagens Leica Qwin. A expressido da miosina de cadeia pesada (MHC) foi
analisada através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Resultados: Todos os grupos ganharam peso do inicio ao final do experimento, mas
ndo houve diferenca estatistica entre eles. Os valores do consumo de racdo didrio de
cada animal (CRA) e o consumo de ragéo total didrio dos grupos (CRT) experimentais
ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos. Nao houve diferenga significante
na retencdo hidrica intramuscular e na AST das fibras I, IC, IIC e IIA entre os grupos. O
grupo CR apresentou um aumento significante no percentual da MHCI e redugdo no
percentual da MHCII, comparado ao CO. O grupo EX aumentou o percentual de
MHCII e reduziu a MHCI, em relacdio ao CO. Por outro lado, o grupo CREX nio
apresentou alteracdes no percentual de miosinas. Conclusdo: A suplementagcdo de
creatina associada ao treinamento resistido ndo afetou a propor¢do das isoformas de
miosinas. Porém, a creatina isolada promoveu um efeito antagdnico ao treinamento
resistido na modulagdo das isoformas de MHCs. Para a creatina ser efetiva na
hipertrofia muscular, precisa ser incorporada ao regime de treinamento, sendo
dependente dos ajustes de sobrecarga (intensidade), nas sessdes subseqiientes de

treinamento.
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Artigo / Abstract

Effects of the resistance training and creatine supplementation on the morphology

and myosin heavy chain (MHC) expression in the skeletal muscle of Wistar rats
ABSTRACT

Objective: This study evaluated the possible effect of resistance training and
creatine supplementation on the morphology and myosin heavy chain (MHC)
expression in the skeletal muscle of rats. Methods: Male Wistar rats (2-3 months old,
250-300 g) were divided into four groups: Not trained without creatine supplementation
(CO; n=8), Not trained with creatine supplementation (CR; n=8), Trained without
creatine supplementation (EX; n=8), and Trained with creatine supplementation
(CREX; n=8). EX and CREX were submitted to a 30 day resistance training protocol.
This involved individual training sessions where animals performed 04 sets of 10 jumps
in a 38cm deep vat of water, at ~30°C with 40s rest intervals between each set. Training
overload was accomplished with a vest attached to the animal’s thorax equivalent to
50% body weight during liquid adaptation phase (1*' to 5t day), 60% in the intermediate
(6™ to 25™), and 70% in the final physical training phase (26" to 30™). CR and CREX
rats were given 0.5g/Kg body weight creatine orally for each training period by gavage.
At the end of training animals were weighed, sacrificed, and the soleus muscle was
removed and immersed in n-Hexane cooled in liquid nitrogen (-156 °C). Histological
sections (10 pm) were submitted to myofibril ATPase reaction (mATPase) (pH 4.4) to
identify muscle fiber types (I, IC, IIC, and IIA). Cross-section area (CSA) of each fiber
type was calculated (200fibers/animal) using a Leica Qwin image analyzer. MHC
expression was analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Results:
All groups showed statistically similar body weight gains throughout the experiment.
Daily animal food consumption (CRA) and group total food consumption (CRT) were
not statistically different between groups. There was no significant difference between
groups for intramuscular water retention or AST for I, IC, IIC, and IIA fibers. CR
presented a significant increase in MHCI% and reduction in MHCII% compared with
CO. The EX group increased MHCII% and reduced MHCI% compared to CO.
However CREX did not present alterations in myosin percentages. Conclusion:
Creatine supplementation associated with resistance training did not affect the
proportion of myosin isoforms. However isolated creatine promoted an antagonistic

effect to resistance training by MHC isoform modulation. For creatine to be effective in
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muscle hypertrophy, it needs to be incorporated into the training regimen, being

dependent on overload adjustments (intensity), in subsequent training sessions.
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INTRODUCAO

A especificidade na expressdo das isoformas de miosinas de cadeia pesada
(MHC) nos tipos de fibras, revela uma ampla diversidade estrutural, funcional e
metabdlica do misculo estriado esquelético (Pette & Staron, 2000).

Baseando-se no padrio de expressdo das isoformas de MHC as fibras
musculares podem ser classificadas em puras, expressando uma unica isoforma de
MHC (Tipo I, expressando MHCI; Tipo IIA, MHClIla; Tipo 11D, MHCIId e Tipo IIB,
MHCIIb) e fibras hibridas, expressando duas ou mais isoformas de MHC (Tipo IC,
MHCI > MHClIa; tipo IIC, MHCIla > MHCI; tipo IIAD, MHClla > MHCIId; tipo
IIDA, MHCIId > MHClla; tipo IIDB, MHCIId > MHCIIb; e tipo [IBD, MHC IIb >
MyHCIId). A organizagdo sequencial das fibras puras, as quais sdo intermediadas por
fibras hibridas, constitui um continuo de fibras lentas em direcdo as fibras rdpidas (I <
IC < IIC « [IA < IIAD « [ID < IIDB < 1IB) (Pette & Staron, 2000).

Contudo, as fibras musculares exibem uma alta plasticidade, o que habilita este
tecido a alterar suas caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e funcionais, como
resposta a estimulos especificos (Pette & Staron, 2000; Magaudda et al., 2004). Varios
estudos mostram que os diferentes modelos de treinamento fisico podem provocar
ajustes especificos no fenotipo das fibras musculares, alterando as propriedades
morfofuncionais do musculo (Green et al., 1999; Sharman et al., 2001).

Investigacdes recentes mostram que a intervengdo nutricional, associada ao
treinamento fisico, também pode contribuir para as adaptagdes fenotipicas das fibras
musculares, necessdrias para a melhora do rendimento fisico. Nessa linha de
investigacdo, a suplementacio de creatina tem sido apontada como um potente adicional
ergogénico para o desempenho fisico, podendo promover um aumento na 4rea das fibras
musculares (Becque et al., 1999; Volek et al., 1999; Moura et al., 2002;) e na
performance durante os exercicios breves e de alta intensidade (Casey et al., 1996;
Earnest et al., 1997; Brenner et al., 2000; Burke et al., 2000; Casey & Greenhaff, 2000).

A suplementacdo de creatina (Cr) aumenta a concentracio total de creatina
intramuscular, armazenada na forma de creatina livre e fosfocreatina (PCr) (Balsom et
al., 1994; Hultman et al., 1996; Branon et al., 1997; Williams & Branch, 1998). Esses
niveis favorecem o aumento das reservas de fosfato de alta energia, para suportar as
altas demandas de ATP, durante os exercicios de alta intensidade (McBride & Gregory,

2002). Assim, os efeitos benéficos da creatina no aumento da forga, da poténcia

57



Artigo / Introdugao

(Rawnson & Volek, 2003; Volek & Rawson, 2004) e da drea das fibras musculares
(Becque et al., 1999; Volek et al., 1999; Moura et al., 2002;) tem sido associados a uma
melhora na capacidade de trabalho muscular (Kirksey et al., 1999), pelo aumento da
resisténcia a fadiga. Deste modo, a creatina pode contribuir para um aumento no volume
de treinamento durante uma unica série ou séries repetidas de exercicio, favorecendo
um maior estimulo para o aumento da massa e forca muscular (McBride & Gregory,
2002). No entanto, para a creatina ser efetiva precisa ser incorporada ao regime de
treinamento, sendo dependente dos ajustes de sobrecarga nas sessdes subseqiientes de
treinamento (Young & Young, 2007).

Em adicdo, vérios estudos mostram que a suplementacio de creatina, associada a
diferentes modelos de treinamento fisico, pode provocar um aumento no peso corporal
(Greenhaff et al., 1994; Balson et al., 1995; Green et al., 1996; Kreider et al., 1998;
Volek et al., 1999; Kutz & Gunter, 2003). Este ganho de peso pode ser atribuido a uma
maior retencdo de 4dgua intramuscular e/ou um aumento das proteinas miofibrilares
(hipertrofia das fibras) (Williams & Branch, 1998). Porém, alguns estudos apontam
resultados contraditérios (Thompson et al., 1996; Stout et al., 1999).

Embora esteja bem estabelecido o efeito da creatina como um estimulo
ergogénico adicional ao treinamento fisico, a sua acdo isolada ou associada ao
treinamento com sobrecargas fixas, sobre o musculo estriado esquelético, permanece
pouco esclarecida.

No presente estudo, investigamos os possiveis efeitos da suplementacdo de
creatina e do treinamento resistido, sobre a morfologia e a expressdo das isoformas de

miosina de cadeia pesada (MHC) no miusculo sé6leo de ratos Wistar.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 32 ratos Wistar machos (80 dias de idade, 250 a 300 g),
provenientes do Biotério central da UNESP, Campus de Botucatu, SP. Os animais
foram transferidos para o Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de
Morfologia e mantidos em gaiolas, em ambiente com temperatura controlada (23°C+ 1)
e ciclo de luminosidade claro/escuro (12/12h), com ragao e agua ad libitum.

Os ratos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos: ndo-treinados sem a
suplementag@o de creatina (CO, n=8); ndo-treinados com a suplementacdo de creatina
(CR, n= 8); treinados sem a suplementacio de creatina (EX, n= 08); e treinados com a
suplementagdo de creatina (CREX, n= 08).

O protocolo experimental utilizado foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP,
Protocolo N° 017/06-CEEA.

Suplementacdo de creatina

Os animais dos grupos CR e CREX foram suplementados, diariamente, com
creatina monoidratada (Sigma, C-3630), tendo a dgua como veiculo, administrada via
gavage. Os grupos CO e EX receberam somente a dgua via gavage. A suplementagdo de
creatina teve inicio cinco dias precedente ao periodo de treinamento fisico e permaneceu
até o final do experimento (30 dias). Os animais foram pesados diariamente para a
preparacdo da solucdo de creatina, e a dose de creatina consumida por cada animal foi
de 0,5 g/Kg peso corporal (McBride & Gregory, 2002), que excede a quantidade

necessdria para elevar os niveis de creatina muscular em humanos (Greenhaff, 1995)

Protocolo de treinamento

Os animais dos grupos EX e CREX foram submetidos a um programa de
treinamento fisico de 30 dias (Tabela I). O protocolo de treinamento fisico foi similar ao
descrito por Cunha et al., 2005. Os animais realizaram, individualmente, sessdes de

saltos em uma cuba contendo dgua a 30°C e 38 cm de profundidade, com um peso extra
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de sobrecarga (Figura 1). A profundidade foi adequada para permitir a respiracdo do
animal na superficie da 4gua, durante os saltos sucessivos.

Inicialmente, os animais tiveram um periodo de adaptacdo ao meio liquido, do 1°
ao 5° dia, com nimero crescente de séries e saltos. Em seguida, iniciaram o periodo de
treinamento fisico, que consistiu de 25 sessdes de saltos (6° ao 30° dia), cinco dias
consecutivos por semana (2* a 6 feira). Em cada sessdo foram realizadas 4 séries de 10
saltos, com intervalos de 40 segundos entre as séries. A sobrecarga de treinamento foi
ajustada por meio de um colete acoplado na regido toracica do animal, sendo
equivalente a 50% do peso corporal, durante a fase de adaptacdo ao meio liquido (1° ao
5° dia), 60% nos dias subseqiientes (6° ao 25°) e 70% na fase final do treinamento fisico
(26° ao 30°) (Tabela I). Os animais saltavam até a superficie da d4gua para respirar, ndo
necessitando de qualquer estimulo direto para concluirem as sessdes de saltos. A
contagem de cada salto era realizada quando o animal atingia a superficie da dgua e
retornava ao fundo da cuba, realizando continuamente este movimento, de acordo com o
nimero de saltos e séries de cada fase do treinamento. O treinamento foi aplicado
sempre no mesmo periodo do dia, entre 14 e 16 horas. Os animais dos grupos ndo-

treinados foram mantidos sem treinamento fisico.

Tabela I — Programa de treinamento fisico utilizado no experimento.

. L. Sobrecarga
Dia Séries / Saltos (% Peso cor Eoral)
1° 2x5 50%
2° 3x5 50%
3° 4x5 50%
4° 4x7 50%
5° 4x9 50%
6° ao 15° 4x 10 60%
16° a0 25° 4x10 60%
26° ao 30° 4x 10 70%
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Figura 1 — Figura representativa do equipamento utilizado no treinamento fisico.

Dados Anatomicos

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com pentobarbital
sodico (40mg/kg, i.p) e sacrificados por decapitagdo. O musculo soleo (SOL) direito foi
retirado e pesado. Foi calculado o peso do musculo séleo (Psol), que foi normalizado
pelo comprimento da tibia (Rel Psol/T) e o pelo peso corporal (Rel Psol/P). Para o
célculo da reten¢fo hidrica muscular foi utilizada a relacdo entre o peso umido e peso
seco (Rel Pu/Ps) de uma fracdo da porcao média do musculo, pesada antes e apds 48 h

de desidratagdo a 80°C.

Anadlise Morfologica

Ap6s a retirada do musculo séleo (SOL), a porcdo média foi separada e
imediatamente congelada em n-Hexano resfriado em nitrogénio liquido a -156°C. As
amostras foram armazenadas em frezer a — 80°C para posterior andlise. Cortes
histolégicos (10 pm) foram obtidos em um criostato a —20°C; algumas laminas foram

submetidas a coloracdo HE para a anédlise da morfologia geral das fibras musculares e
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outras utilizadas para a andlise histoquimica da mATPase (miofibrillar adenosine
triphosphatase), apds pré incubacdo em pH 4,4 (Staron et al, 1999). Foram
identificados 4 tipos de fibras musculares (I, IC, IIC e ITA).

Utilizando-se um Sistema de Andlise de Imagens (Leika Qwin), foi
determinada a freqii€ncia dos tipos de fibras (I, IC, IIC e IIA) e mensurada a 4rea de
seccdo transversal de aproximadamente 200 fibras (cinco campos aleatdrios) por animal

no musculo estudado.

Andlise Bioquimica

A andlise bioquimica das miosinas de cadeia pesada (MHC) foi realizada
através da eletroforese em gel de poliacrilamida duodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE).
Foram coletados 8 cortes de 12 um de espessura de cada amostra. Estes foram
colocados em 0,5 ml de uma solugdo contendo glycerol 10% (w/vol), 2-
mercaptoethanol 5 % (vol/vol) e sodium dodecylsulfate (SDS) 2,3 % (w/vol) em
Tris/HCI buffer 0.9% (pH 6,8) (w/vol). Os cortes foram agitados durante um minuto e
aquecidos por 10 minutos a 60 °C. Foi realizada a eletroforese de pequenas quantidades
dos extratos (5-8 ul), em gel (gradiente de 7-10%) de poliacriamida (SDS), com um gel
de empacotamento a 4%, em um periodo de 19-21 horas de corrida a 120 V e, em
seguida, corados com Coomassie Blue (Bar & Pette, 1988).

Os géis foram utilizados para determinar a presenga das isoformas de MHC
identificadas de acordo com seus respectivos pesos moleculares, evidenciando bandas
em regides correspondentes a MHCI e MHCII. Foi incluida também uma amostra do
musculo extensor longo dos dedos (EDL) como controle para comparagdo, por

apresentar cerca de 90% de MHCII e 10% de MHCI.
Andlise densitométrica

Os géis contendo as bandas de miosina foram escaneados e as imagens foram
capturadas pelo programa VDS (Pharmacia Biotech). Em seguida, as imagens foram

transferidas para o programa Image Master VDS (versdo 3.0) e obtida a percentagem

relativa (IOD) das isoformas MHCI e MHCII.

62



Artigo / Materiais e Métodos

Andlise estatistica

Os valores referentes ao peso corporal inicial (PI), peso corporal final (PF),
consumo de racdo didrio de cada animal (CRA), consumo de racdo didrio dos grupos
esperimentais (CRG) e drea dos tipos de fibras foram expressos em média e desvio
padrdo. Para a andlise estatistica desses dados, foi utilizada a andlise de variincia para o
modelo com dois fatores (Zar, 1999). Para a andlise da freqiiéncia dos tipos de fibras foi
utilizado o teste de Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes multinomiais
(Goodman, 1964, 1965). Os resultados referentes a analise da eletroforese foram
expressos em média e desvio padrdo e foi utilizada a andlise de varidncia para o modelo

com dois fatores (Zar, 1999).

63



Artigo / Resultados

RESULTADOS

Dados Anatomicos

Nio houve diferenca significante no peso corporal inicial e final entre os grupos
experimentais (Figura 2). Ao final do experimento, observou-se um ganho de peso
corporal de 28,4%, 31,8%, 24,8% e 28,2% nos grupos CO, CR, EX e CREX,
respectivamente (Figura 2). Os valores ndo foram estatisticamente diferentes entre os

grupos.
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CO CR EX CREX
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Figura 2. Peso corporal dos animais dos grupos CO, CR, EX e CREX. Valores
expressos em média + DP.

Os valores do consumo de ragdo didrio de cada animal (CRA) e o consumo de

racdo didrio dos grupos (CRG) experimentais, ndo foram estatisticamente diferentes

entre os grupos (Figura 3).
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Figura 3. Consumo de racgio didrio de cada animal (CRA) e consumo de racdo didrio
dos grupos (CRG) CO, CR, EX e CREX. Valores expressos em média + DP.

Nao houve diferenca significante no peso do misculo séleo (Psol) entre os
grupos estudados. A corregdo feita através das relacdes entre o peso do misculo e peso
corporal (Rel Psol/P), ndo evidenciou diferengas significantes no peso do séleo entre os
grupos. Com relagd@o a retencdo hidrica intramuscular, identificada pela relacdo entre o
peso tmido e peso seco de uma fragdo da por¢do média do séleo (Rel Pu/Ps), os valores

ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos (Tabela II).

Tabela II. Valores referentes ao peso do séleo (Psol), relagdo entre peso do séleo/ peso
corporal (Rel Psol/P) e relagdo entre o peso umido e seco do séleo (Rel Pu/Ps), nos
grupos estudados. Valores expressos em média + DP.

CO CR EX CREX
Psol (g) 0,215+0,06  0,185+0,012 0,178 £0,02 0,191 £0,02
Rel Psol/P (mg/g) 0,51 +0,15 0,46 + 0,03 0,45 £ 0,04 0,47 = 0,03
Rel Pu/Ps 3,48 +£0,1 345+£0,2 3,29+0,2 3,41 +£0,3

Morfologia

A andlise morfolégica do musculo séleo mostrou caracteristicas normais em
todos os grupos estudados. As fibras apresentaram aspecto poligonal ou arredondado,
com nucleos periféricos, estando envoltas pelo endomisio de tecido conjuntivo frouxo

(Figura 4a).
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A reacdo histoquimica da mATPase, apds a pré incubacdo em pH 4,4 mostrou

os tipos de fibras puras: I e IIA e as fibras hibridas: IC e IIC (Figura 4b).

Figura 4. Corte transversal das fibras do musculo séleo de ratos. A: Fibras musculares
(F); Perimisio (seta descontinua); Endomisio (seta continua) e Mionucleos (ponta da
seta).Hematoxilina e Eosina. B: Fibras musculares puras (I e IIA) e hibridas (IC e IIC).
ATPase miofibrilar, pH 4,4.

Nao houve diferenca significante na 4rea dos tipos de fibras musculares entre os
grupos estudados (Tabela III).

Os animais do grupo CR apresentaram um percentual estatisticamente maior de
fibras do tipo I, e um menor percentual de fibras do tipo IIA, em relacdo ao CO. O
grupo EX apresentou um percentual estatisticamente menor de fibras do tipo I, e um

maior percentual de fibras do tipo IIA, em relacido aos grupos CR e CREX. Néo houve
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diferenca significante entre os grupos, com relagdo ao percentual de fibras do tipo IC.
Por outro lado, os animais do grupo CREX apresentaram um percentual de fibras IIC

estatisticamente maior comparado aos grupos CO, CR e EX (Figura 5).

Tabela III. Area de seccdo transversal (AST) (pm2) das fibras do tipo I, IC, IIC e IIA
do musculo s6leo dos grupos CO, CR, EX e CREX. Valores expressos em média + DP.

AST (um?)
Grupos Tipo 1 Tipo IC Tipo 1IC Tipo ITA
CO 4228 + 878 3597 + 1212 3746 1205 3772 £ 1061
CR 4005 £ 710 2773 + 567 3495 + 889 3339 + 804
EX 4111+ 1014 3911 £ 1396 3534 + 828 3766 + 817
CREX 4106 + 477 2924 + 205 3121 +396 3270 + 438
BO m o
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Figura 5 - Percentual de fibras (I, IC, IIC e IIA) do misculo séleo nos grupos CO, CR,
EX e CREX. * P< 0,05 em relacdo ao grupo CO, Bp< 0,05 em relagdo ao grupo EX, *
p< 0,05 em relacdo ao grupo CR.

Andlise Bioquimica

Através da andlise pela eletroforese foi evidenciada a presenca de duas
isoformas de miosina, MHCI e MHCII, em todos os grupos estudados (Figura 6). O
musculo séleo apresentou um maior percentual de MHCI, com grande diferenca na

distancia de migragdo entre a MHCI e MHCII.
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EDL CO CR EX CREX

Figur 6. eparagﬁo eletroforética das isoformas de miosina (MHC) do musculo sdleo
(SOL) dos animais dos grupos estudados. MHCI, Miosina de Cadeia Pesada tipo I;
MHCII, Miosina de Cadeia Pesada tipo II. EDL, Extensor longo dos dedos.

De acordo com os resultados, houve um aumento significante no percentual de
MHCI, com concomitante reducdo da MHCII, no grupo CR, comparado ao grupo CO. O
grupo EX apresentou uma diminuicdo significante no percentual de MHCI e um
aumento da MHCII, em relacdo ao grupo CO. Estas alteracdes ndo foram evidentes no

grupo CREX, quando comparado ao grupo CO (Figura 7).
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Figura 7. Percentual relativo das isoformas de miosinas de cadeia pesada (MHCI e
MHCII), dos grupos CO, CR, EX e CREX. Valores expressos em Média + DP (p<
0,05). " Valor estatisticamente maior comparado ao CO; P Valor estatisticamente menor
comparado ao CO.
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DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a suplementagdo de creatina
promoveu um aumento significante no percentual da MHCI e reducdo no percentual da
MHCII no miusculo séleo de ratos. O treinamento fisico aumentou o percentual de
MHCII e reduziu a MHCI. Por outro lado, a suplementag¢do de creatina associada ao
treinamento fisico, ndo provocou alteragdes no percentual das miosinas. Com relagdo a
hipertrofia muscular, analisada pela relacdo entre o peso do séleo/ peso corporal (Rel
Psol/P) e éarea de seccdo transversal (AST) das fibras musculares, ndo foram
evidenciadas alteracdes significantes no misculo séleo em ambos os grupos que
realizaram o treinamento fisico, na presenca (CREX) e auséncia (EX) da suplementacdo
de creatina.

Estudos envolvendo a suplementacio de creatina e o treinamento fisico
mostraram que a creatina pode ser efetiva como adicional ergogénico, promovendo um
aumento na drea das fibras musculares (Becque et al., 1999; Volek et al., 1999; Moura
et al., 2002) e na performance durante os exercicios breves e de alta intensidade (Casey
et al.,, 1996; Earnest et al.,1997; Brenner et al., 2000; Burke et al., 2000; Casey &
Greenhaff, 2000). No entanto, a creatina tem um potencial efeito ergogé€nico em
algumas atividades de alta intensidade, mas ndo em outras (Hart et al., 2001). McKenna
et al., (1999), ndo encontraram diferencas entre os individuos suplementados com
creatina durante 5 dias (30 g/ dia) e ndo suplementados, durante teste intermitente
maximo em cicloergdmetro. Nessa linha de investigagdo, Cribb et al., (2007),
mostraram que o efeito benéfico da creatina na hipertrofia muscular pode apresentar
variagdo, na dependéncia da morfologia do musculo e da populagio estudada.

Em adicdo, vérios trabalhos mostram que a suplementag@o de creatina, associada
a diferentes modelos de treinamento fisico, pode provocar um aumento no peso corporal
(Greenhaff et al., 1994; Balson et al., 1995; Green et al., 1996; Kreider et al., 1998;
Volek et al., 1999; Kutz & Gunter, 2003). Este ganho de peso pode ser atribuido a uma
maior retengdo de dgua intramuscular e/ou um aumento das proteinas miofibrilares
(hipertrofia das fibras) (Williams & Branch, 1998; Demant & Rhodes, 1999). Contudo,
alguns estudos envolvendo curto prazo de suplementacdo de creatina, ndo apontaram
um aumento do peso corporal em mulheres corredoras de distancia (Terrillion et al.,
1997) e nadadoras atletas (Thompson et al., 1996), sugerindo um efeito funcional

especifico de acordo com o género (Williamns & Branch, 1998). No entanto, deve-se
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considerar que os individuos que participaram do estudo de Terrillion et al., (1997),
foram mulheres corredoras de distancia, uma populacdo com baixo potencial para o
aumento do peso corporal.

Em nosso estudo, todos os grupos aumentaram o peso corporal do inicio ao final
do experimento, porém, ndo foi evidente um maior ganho de peso nos grupos
suplementados com creatina, na auséncia (CR) e presenga (CREX) do treinamento
fisico. Nossos resultados corroboram o trabalho de Moura et al., (2002), que ndo
observaram um maior ganho de peso corporal em ratos suplementados com creatina,
submetidos a treinamento anaerébio de natagdo. Embora nossos resultados ndo tenham
evidenciado um aumento na AST do misculo séleo, dos grupos experimentais, Moura
et al., (2002), argumentam que um aumento de 30% na AST das fibras dos musculos
soleo, EDL; extensor longo dos dedos e gastrocnémio, ndo € suficiente para provocar
um aumento no peso corporal total. Os autores mantiveram o mesmo volume de
treinamento (% peso corporal) nos grupos que realizaram o treinamento, na auséncia
(EX) e presenca (CREX) da creatina, fornecendo evidéncias de uma acio direta da
creatina no aumento da AST, independente de uma maior sobrecarga de treinamento no
grupo suplementado com creatina. Ja, Young & Young, (2007), investigando os efeitos
da creatina no miusculo séleo de ratos induzidos a hipertrofia compensatdria, pela
retirada dos musculos sinergistas, ndo evidenciaram um aumento do peso corporal e
hipertrofia, similar ao que foi observado em nosso estudo.

Virios autores sugerem que o ganho de peso e o aumento da massa muscular,
observado ap0s curto prazo de suplementagdo de creatina, seja resultado de um aumento
na retencdo hidrica. Isto ocorre pelo influxo osmético de dgua, decorrente de um
aumento na concentragdo de creatina muscular (Volek et al., 1996). No entanto, o
treinamento fisico pode ampliar o efeito da creatina no aumento da retengdo hidrica
(MCBride & Gregory, 2002). Nossos achados ndo apontaram um aumento da retencio
hidrica intramuscular nos grupos suplementados com creatina, na auséncia (CR) e
presenga do treinamento fisico (CREX).

De acordo com as investigacdes, o mecanismo de a¢do da creatina, associada ao
treinamento fisico, no aumento da drea de seccdo transversal (AST) das fibras
musculares é decorrente de uma melhor capacidade de trabalho muscular (Kirksey et al.,
1999). Este mecanismo ocorre pela elevagdo na concentragdo total de creatina
intramuscular, armazenada na forma de creatina livre e fosfocreatina (PCr) (Balsom et

al., 1994; Hultman et al., 1996; Branon et al.,, 1997; Williams & Branch, 1998). O
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aumento nos niveis de PCr, que atua como doador de fosfato para o ADP, favorece uma
maior ressintese e fornecimento de ATP durante os exercicios breves e de alta
intensidade (Cordain, 1998). Assim, a creatina pode otimizar a realizacdo de uma tnica
série ou séries repetidas de exercicios, aumentando a intensidade do treinamento fisico,
e, consequentemente, as maiores respostas adaptativas na hipertrofia e funcdo muscular
(poténcia, forga, velocidade) (Earnest et al., 1995). Nessa linha de investigag@o, alguns
pesquisadores atribuem os efeitos benéficos da creatina, em resposta ao treinamento
fisico, a maior qualidade nas sessdes de treino, pelo aumento dos ajustes de sobrecarga
muscular. (Volek & Kraemer, 1996; Kreider et al., 1998; Volek et al., 1999).

Em nosso trabalho, com o objetivo de analisar os efeitos da creatina,
independente dos ajustes de sobrecarga de treinamento, sobre a hipertrofia muscular, os
animais dos grupos EX e CREX treinaram sobre a mesma intensidade, o que exclui a
possibilidade de uma maior resposta adaptativa, através de cargas superiores de
treinamento no grupo CREX. O protocolo de treinamento utilizado em nosso estudo,
ndo promoveu uma maior hipertrofia das fibras do musculo séleo, nos grupos que
realizaram exercicio com (CREX) e sem a suplementagdo de creatina (EX). Nossos
resultados mostram que a creatina ndo promove qualquer efeito ergogé€nico adicional,
em protocolos que ndo atingem uma intensidade suficiente para provocar as adaptacdes
musculares necessdrias para o aumento da drea das fibras musculares. Segundo Young
& Young, (2007), o potencial benéfico da suplementacdo de creatina ndo esta
relacionado a um efeito direto no musculo, mas sim, com um estimulo adicional,
favoravel ao aumento da sobrecarga de treinamento. Semelhante aos nossos resultados,
Syrotuik et al., 2000; Stevenson & Dudley, 2001 e McBride & Gregory, (2002),
mostraram que para a creatina ser efetiva no aumento da for¢a e massa muscular,
precisa ser incorporada ao regime de treinamento, sendo dependente dos ajustes de
sobrecarga (intensidade), nas sessdes subseqiientes de treinamento.

Embora a hipertrofia das fibras musculares esteja associada a uma maior sintese
de proteina miofibrilar, Louis et al, (2003), ndo apontaram qualquer efeito anabdlico da
creatina, no aumento da sintese protéica. Por outro lado, alguns trabalhos mostraram
que a creatina, por si s0, pode estimular a sintese protéica muscular, em cultura de
mioblastos (Ingwall et al., 1972; Ingwall et al., 1974; Zilber et al., 1975; Ingwall, 1976).
Nossos achados corroboram o trabalho de Moura et al., (2002), os quais mostraram que
a creatina, na auséncia de exercicio (CR), ndo promoveu um aumento na drea das fibras

do sdleo. No presente estudo, devido ao estimulo do treinamento (periodo e intensidade)
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ndo ter sido suficiente para promover as adaptacdes musculares, a creatina ndo exerceu
qualquer efeito no aumento da drea das fibras do muisculo séleo. Estes dados
evidenciam a ag@o benéfica da creatina, como um adicional ergogénico do treinamento,
somente em protocolos suficientes para induzir as adaptacdes musculares.

Ainda que esteja bem estabelecido o efeito ergogénico da creatina na melhora da
performance muscular (Izquierdo et al., 2001), novos trabalhos sdo necessdrios para
elucidar os efeitos e mecanismos, pelos quais a creatina pode influenciar o fenétipo das
fibras musculares. Louis et al. (2004) observaram que a adi¢do de creatina em cultura de
células C2C12, induz a uma maior hipertrofia miofibrilar, mediada pelo aumento na
expressio de mRNA para IGF-I (insulin-like growth factor) e para os fatores de
regulacdo miogénica (Myogenic Regulatory Factors, MRFs). Pesquisas recentes com
humanos sugerem que a creatina pode regular a expressdao dos MRFs e IGF, envolvidos
com a expressdo das isoformas de MHCs e hipertrofia das fibras musculares
(Willoughby & Rosene, 2003; Deldicque et al., 2005), O IGF-I é um fator de
crescimento que atua como um potente sinal anabdlico no tecido muscular, estimulando
a sintese protéica em diferentes condi¢des fisioldgicas (Hobler et al., 1998; Barton-
Davis et al., 1999; Glass, 2003; Goldspink, 2005). Os MRFs controlam a expressdo de
genes musculos especificos durante a miogénese, o crescimento e as adaptacdes
musculares (Seale & Rudnicki, 2000). Estes trabalhos suportam a idéia de que a
creatina, associada ao treinamento fisico, pode estar envolvida na ativacdo dos fatores
transcricionais, responsaveis pela expressdo de genes musculo especificos, relacionados
a hipertrofia e/ou expressao das isoformas de MHCs.

Embora estejam bem relatados os beneficios da creatina na melhora do
rendimento fisico durante os exercicios breves e de alta intensidade, poucos estudos
procuraram elucidar os efeitos da creatina, na presenga (CREX) e auséncia (CR) do
treinamento fisico, sobre a modulag@o das fibras musculares e das isoformas de miosina
de cadeia pesada (MHC).

Um notével resultado do presente estudo foi que a creatina, na auséncia do
exercicio (CR), aumentou significantemente o percentual de MHCI e reduziu o
percentual de MHCII no miusculo séleo, em relacio ao grupo CO. Essas mudancas
foram acompanhadas de um aumento significante no percentual de fibras do tipo I e
reducdo das fibras do tipo IIA no grupo CR e CREX, em relagdo ao CO. Contudo, a
reducdo no percentual de fibras IIA, foi paralela ao aumento das fibras IIC, no grupo

CREX, em relacdo aos grupos CO, CR e EX. Nosso trabalho contradiz o estudo de
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Brannon et al., (1997), que ndo evidenciaram alteracdes significantes na distribui¢do das
isoformas de MHCs, nos musculos séleo e plantar de ratos suplementados com creatina,
na presenca e auséncia de exercicio de alta intensidade. Embora contraditério ao
trabalho de Brannon et al., (1997), o aumento no percentual de MHCI e reducdo da
MHCII, observado em nosso estudo, € consistente com o aumento da resisténcia a
fadiga (McGuire et al., 2001) e melhora na capacidade oxidativa do musculo séleo
(Brannon et al., 1997). Porém, o aumento da capacidade oxidativa e resisténcia a fadiga
ndo foram evidentes, em musculos de contracdo rapida (plantar e EDL, extensor longo
dos dedos), sugerindo um efeito da creatina, dependente do tipo de fibra (Brannon et al.,
1997, McGuire et al., 2001). Com base em nossos resultados, podemos sugerir que a
suplementag@o de creatina, precedente a um periodo de treinamento para eventos de
longa duracdo, seja benéfica em aumentar o percentual de MHCI, favorecendo um
aumento da resisténcia a fadiga e capacidade oxidativa no musculo séleo de ratos.

Virios estudos envolvendo diferentes populagdes e protocolos de treinamento
contra resisténcia (TCR), observaram um ajuste no percentual de MHCIIb em direcdo a
MHClIlIa, favorecendo um aumento na eficiéncia e capacidade oxidativa muscular
(Adams et al., 1993; Jurimae et al., 1996; Carroll et al., 1998; Sharman et al., 2001;
Campos et al., 2002; Harber et al., 2004). Em nosso trabalho, o grupo que realizou o
treinamento fisico, na auséncia de creatina (EX), significantemente reduziu o percentual
de MHCI e aumentou a MHCII, em relacdo ao grupo CO. O miisculo séleo é
constituido, predominantemente, por fibras do tipo I (90%) e fibras do tipo IIA (10%)
(Moura et al., 2002). Esse ajuste da MHCI em dire¢do a MHCII pode favorecer uma
maior capacidade muscular para suprir os aumentos de sobrecarga, nas sessdes
subseqiientes de treinamento.

As mudancgas observadas nas MHCs, ndo foram seguidas de alteragdes no
percentual de fibras do tipo I, IC, IIC e IIA no grupo EX, comparado ao CO. Resultados
semelhantes foram observados no estudo de Harber et al., (2004), na qual observaram
um ajuste das isoformas de MHCs, sem alteracdes significantes no percentual dos
fibras. Os autores sugerem um ajuste nas isoformas de MHCs, precedente a modulacdo
das fibras musculares, como observado em individuos ndo treinados apds 2 semanas de
TCR (Staron et al., 1994) e idosos nao treinados apds 12 semanas de TCR (80% 1RM)
(Williamson et al., 2000).

De acordo com os resultados do presente estudo, os efeitos isolados da creatina

(CR) no aumento da MHCI e redu¢do da MHCII foram contrérios ao treinamento fisico
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(EX), que aumentou a MHCII e reduziu a MHCI, em relacdo ao CO. Estas alteragdes
ndo foram evidentes quando o treinamento fisico foi combinado com a suplementacéo
de creatina (CREX). Estes dados sdo valiosos, pois relatam um efeito antagdnico da
creatina (CR) em relacao ao treinamento fisico (EX), que, quando combinados (CREX),
ndo induzem a modulacdo nas isoformas de MHCs. Nossos resultados ndo corroboram o
estudo de Willoughby & Rosene, (2001), que mostraram um aumento na expressao das
isoformas MHCI e MHCIIa, concomitante ao aumento da expressio de mRNA para
MHCI, MHCIIA e MHCIIX, no musculo vasto lateral humano, apds 12 semanas de
treinamento resistido (85-90% 1-RM), combinado com a suplementacdo de creatina. A
diferenca nos resultados pode ser decorrente do modelo de treinamento fisico
(freqiiéncia, intensidade e volume), do periodo de treinamento, da espécie, do sexo, do
musculo analisado e do protocolo de suplementag@o da creatina. Pesquisas futuras sdo
necessdrias para elucidar os efeitos de diferentes protocolos de treinamento fisico e
suplementag@o de creatina, sobre os ajustes fenotipicos dos diferentes tipos de fibras e
das isoformas de MHCs, nos diferentes musculos.

Em conclusdo, a suplementagdo de creatina isolada ndo promove um aumento na
area de secc¢@o transversal das fibras do musculo sdleo de ratos. Os efeitos benéficos da
creatina no aumento da massa e forca muscular sdo atribuidos a maior qualidade nas
sessdes de treinamento, pelo ajuste das sobrecargas de treinamento. Assim, a creatina
ndo promove qualquer efeito adicional, em protocolos de treinamento que ndo atingem
uma intensidade suficiente para provocar as adaptagdes musculares. O efeito isolado da
creatina, no aumento da MHCI e reducdo da MHCII, foi antagdnico ao treinamento
fisico, que aumentou a MHCII e reduziu a MHCI. No entanto, estas alteracdes nio
foram evidentes quando o treinamento fisico foi combinado com a suplementacio de
creatina (CREX). Novas pesquisas serdo necessarias para elucidar os efeitos e os
mecanismos envolvidos nas adaptagdes fenotipicas dos diferentes tipos de fibras e nas
isoformas de MHCs, sobre diferentes modelos de treinamento fisico e protocolos de

suplementag¢do de creatina.
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Conclusoes Gerais

IV — CONCLUSOES GERAIS

- A suplementacdo de creatina isolada ou associada ao treinamento resistido, nédo

promoveu um maior ganho de peso corporal nos animais estudados.

- O consumo alimentar foi semelhante entre os grupos experimentais.

- O efeito isolado da creatina, induzindo ao aumento da MHCI e reducdo da MHCII foi
contrdrio ao treinamento fisico, que aumentou a MHCII e reduziu a MHCI. Estas
alteracdes ndo foram evidentes quando o treinamento fisico foi combinado com a

suplementag¢do de creatina.

- A suplementagdo de creatina isolada ou associada ao treinamento resistido néo
promoveu um aumento na reten¢do hidrica e area das fibras do tipo I, IC, IIC e IIA entre

0S grupos.
- Para a creatina ser efetiva na hipertrofia muscular, precisa ser incorporada ao regime

de treinamento, sendo dependente dos ajustes de sobrecarga (intensidade), nas sessdes

subseqiientes de treinamento.
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