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RESUMO
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RATOS
AUTOR: Mauro Eduardo Porto da Silveira Junior
ORIENTADOR: Guilherme Bresciani
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A creatina (Cr) € um dos compostos mais estudados no mundo devido a&s suas comprovadas
propriedades ergogénicas. Nesse contexto, alguns estudos tém destacado outros beneficios da Cr,
demonstrando possiveis efeitos tréficos sobre 0 musculo esquelético, bem como capacidades de minimizar
o0 processo inflamatorio. Exercicios fisicos excéntricos (EE) causam microlesGes no muasculo esquelético,
levando a um processo inflamatério exacerbado, o qual aumenta o catabolismo e diminui o anabolismo,
retardando a recuperacdo muscular. Dessa forma, o objetivo desse estudo é investigar a influéncia da
suplementagdo aguda com Cr sobre os processos de regeneracdo muscular ap6s uma lesdo muscular
induzida por EE, verificando se a Cr é capaz de atuar na sinalizacdo miogénica, amenizando as respostas
inflamatdrias e possibilitando, assim, a manutencdo do rendimento fisico em subsequentes testes de
corrida. Para isso, ratos machos Wistar foram submetidos a um protocolo de EE em esteira rolante em
velocidade constante por 90 min (5 min de corrida separados por 2 min de pausa) com 16° de inclinagdo
negativa . Apés a corrida, os animais foram divididos em 4 grupos: Controle, CMC (veiculo 0,05%) , Cr
(300mg/kg/dia), e lbuprofeno (15mg/kg/dia). Ensaios bioguimicos visando verificar o contetdo de Cr,
IGF-1, PGE-2, Myf-6 e Myo-D, bem como analise histolégica, foram realizados no musculo s6leo em 24
e 48 h apds EE. Igualmente, andlises de desempenho fisico foram realizadas 48 h ap6s o protocolo EE. A
analise estatistica revelou lesdo muscular ap6s EE, porém a Cr ndo foi capaz de minimizar esse processo.
Por outro lado, os resultados mostraram que Cr foi eficaz na inducdo de um aumento nos niveis de IGF-1
e Myf-6 ap6s EE, minimizando os niveis de PGE-2 e mantendo o desempenho fisico dos animais 48 h
ap6s EE. Assim, nossos resultados sugerem que Cr suplementada de forma aguda pode influenciar

processos de regeneracdo muscular ap6s lesdo induzida por EE.

Palavras-Chave: Compostos ergogénicos, exercicio excéntrico, lesdo muscular, inflamacéo, sinalizacdo

muscular, desempenho fisico.
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Creatine (Cr) is one of the most studied compounds in sports in the world due to its proven ergogenic
properties. In this context, recent studies have highlighted other effects of Cr, demonstrating a possible
trophic effect on skeletal muscle, as well as the ability to minimize the inflammatory process triggered by
exercise. Eccentric exercise (EE) is associated to skeletal muscle damage, leading to an exacerbated
inflammatory process, which ultimately slows muscle recovery. Thus, the objective of this study was to
investigate the influence of acute Cr supplementation on myogenesis signaling and exercise performance
after an EE-induced muscle damage protocol. Male Wistar rats performed a downhill running exercise on
a treadmill at a -16° tilt and a constant speed for 90 min (5 min/bout separated by 2 min of rest). After, the
animals were divided into 4 groups: a control unexercised, CMC exercise (vehicle - 0,05%), exercise
Creatine (Cr — 300mg/kg/day) and exercise Ibuprofen (IBU — 15mg/kg/day). Biochemical assays to
measure Cr concentration, IGF-1 and PGE-2 content, histology, and Myf-6 and Myo-D protein content
were performed in soleus muscle at 24 and 48 h after a downhill running. Additionally, an exercise
performance test was performed 48 h after the EE bout. Statistical analyses revealed that while IBU was
effective on reducing muscle damage, Cr group presented muscle injury but effective to increase IGF-1
levels and Myf-6 protein content after EE. Additionally, Cr group presented lower levels of PGE-2 and
sustained the exercise performance 48 h after EE bout. Thus, our results suggest that Cr supplementation

may influence in the processes of muscle regeneration induced after injury by an EE bout.

Keywords: ergogenic compounds, eccentric exercise, muscle injury, inflammation, muscle signaling,

exercise performance



LISTA DE ABREVIATURAS

AA - Acido Araquidénico

AINEs — Antiinflamatorios ndo-esteroidais

AKT — Proteina cinase B (também conhecida como PKB)
Cr — Creatina

CMC — Carboximetilcelulose

COX - Ciclooxigenases

IGF-1 — Fator de crescimento semelhante a insulina 1
IL-1R — Interleucina 1beta

IL-10 — Interleucina 10

LOXs - Lipoxigenases

MTOR - Proteina alvo da rapamicina em mamiferos
MyHC- Miosina de cadeia pesada

Myo-D — Fator de diferenciacdo miogénica D (ou 1)
MyF-6 - Fator de diferenciagdo miogénica 6

PGE-2 — Prostaglandina E-2

Pi3K - Fosfatidilinositol 3 cinase

PLA2 — Fosfolipase A2

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa



SUMARIO
L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt sttt 10
I T o o] T I 1 [ o USSR 10
1.1.1 Caracteristicas do eXerciCio fiSICO ........ccivviiiiiieiierieiere e 11
1.2 Exercicio EXCENtrico € LeSA0 IMUSCUIAT ........ccuiiiieieieiesie e 13
1.3 INFlam@acGao MUSCUIAT ..........ceeiieiece et re e 15
1.4 SINAHZAGCAO IMIOGENICA ...ttt 16
1.5 Estratégias utilizadas para auxiliar na recupera¢do muscular ...........c.ccocoeeevrenenne, 18
1.6 Antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) ... 19
A O T U [T TSRS P PR PRPR 20
1.7.1 BreVe HiSEOIICO.....ueiviiiiiiiciieieieie ettt sttt et sresne s neeneene e 20
1.7.2 Sintese € DIStHDUIGAD ........oveiieiieieie e 21
1.7.3 Creating € EXEICICIO. .....ccuiieieieieiie ettt sttt 22
1.7.4 Creatingd € MIOQGENESE .....ccvveveiie e cee st ste st st et s et e s e be et e s e s te et e e e sreeeeenee e 24
2. OBUIETIVOS ..ottt ettt st e s et st e et et et se et et e ssebe st et enearees 26
2.1, ODJEEIVO GETAL ... bbbt b bbb 26
2.2 ODjJEtiVOS ESPECTTICOS ... .viivieiicii ettt nas 26
3. MANUSCRITO ittt ettt b e bt e e be st et ereebe e e s ene e s 27
3.1. Influence of creatine supplementation after an eccentric bout of exercise on myogenic
signaling and exercise PerformanCe IN FALS..........ccueirieiirere et e e 27
4. DISCUSSAD ..ottt 45
5. CONCLUSOES PARCIAIS ..ot ees et s s s s snensnsanenns 49
6. CONCLUSAO FINAL w...oovvuiiiiiieise ettt 51
T A | =, O N P 52
6.1. Trabalno em andamENTO ........cuiiiiiii e e e 52

8. REFERENCIAS ..ottt 54



10

1. INTRODUCAO

1.1 Exercicio Fisico

A historia do exercicio fisico esta estritamente ligada a histéria da humanidade. Para o
homem primitivo, a atividade fisica apresentava um carater utilitario de sobrevivéncia, uma vez
que sua importancia era evidenciada em atividades de caca, onde necessitava obter alimento para
sobreviver, ou mesmo em situacbes de fuga de predadores. Hoje, o0s seres humanos,
diferentemente dos animais, ndo utilizam mais o exercicio fisico somente como meio de
sobrevivéncia, mas como uma ferramenta para melhora da qualidade de vida, seja como
recreacdo ou como tratamento terapéutico (JI, 1995). De fato, Hipdcrates (470-370 aC) foi um
dos primeiros estudiosos do mundo ocidental a defender o exercicio fisico regular para melhorar
a saude (1VY, 2007).

Os efeitos globais do exercicio fisico sobre a satde sdo descritos principalmente sobre o
metabolismo e sistema cardiovascular (POWELL e PAFFENBARGER, 1985; BOOTH et al.,
2002). Estudos demonstraram que as incidéncias de casos de diabetes tipo 2, doenca cardiaca
coronéria e alguns tipos de cancer foram reduzidos em mulheres de meia idade através da préatica
de 30 minutos de exercicios de intensidade moderada (COLDITZ, CANNUSCIO e FRAZIER,
1997; MANSON et al., 1999; HU et al., 2001). Nesse contexto, estudos recentes demonstram que
a pratica de exercicios apresenta efeito cardioprotetor contra lesGes induzidas por
isquemia/reperfusdo (POWERS, 2017). Entretanto, evidéncias clinicas e experimentais recentes
demonstraram que os efeitos benéficos do exercicio fisico atuam também sobre o Sistema
Nervoso Central (SNC) (KIM et al., 2014)

Estudos demonstraram a eficiéncia protetora do exercicio fisico em diversos modelos de
doengas como esclerose multipla, doenca de Huntington, Parkinson e Alzheimer, assim como
epilepsia (ARIDA et al., 1999; LAURIN et al., 2001; TILLERSON et al., 2003; KOHL et al.,
2007; SOUZA et al, 2009). Outros estudos clinicos e também em modelos animais mostram que
0 exercicio fisico é capaz de aumentar a capacidade de aprendizado, diminuir o declinio cognitivo
decorrente do envelhecimento (KRAMER et al., 1999; COTMAN e BERCHTOLD, 2002), além
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de proteger o SNC de insultos, como o acidente vascular encefalico (SPEISMAN et al., 2013;
INOUE et al., 2014; HU et al., 2014) e traumatismo cranio encefalico (LIMA et al., 2009).

Em relacdo ao sistema periférico, a pratica regular de exercicios fisicos estd bem
consolidada na sociedade em consequéncia do seu grande leque de beneficios a saude (NIEMAN,
2003; GLEESON, 2007). O exercicio fisico regular tem sido implicado principalmente na
modulacdo do metabolismo oxidativo e do estado inflamatorio, apresentando efeitos positivos
sobre o sistema imunologico, estimulando-o a aumentar suas defesas contra infeccfes e, dessa
forma, propiciar um ambiente antiinflamatorio e antioxidante ao organismo (GLEESON, 2007).
Além disso, estudos recentes tém demonstrado que o exercicio pode contribuir também para
melhorar as respostas adaptativas hepéaticas (BARCELOS et al; 2017), bem como modular
positivamente as vias oxidativas/inflamatérias do figado ap6s traumatismo cranio encefalico (DE
CASTRO et al, 2017). Em relacdo ao musculo esquelético, estudos destacam os efeitos benéficos
do exercicio fisico na biogénese mitocondrial, manutencdo das defesas antioxidantes, sintese de
proteinas, hipertrofia muscular e protecdo contra atrofias musculares induzidas por inatividade
(PEDERSEN, 2012; JI, 2015).

1.1.1 Caracteristicas do Exercicio Fisico

O exercicio fisico regular traz beneficios para a saide como relatado no item anterior.
Entretanto, a intensidade, a duracdo e a frequéncia da pratica exercem papel chave na
determinacdo das respostas fisiologicas, podendo modular o organismo positiva ou
negativamente (MCARDLE, KATCH e KATCH, 2003).

O exercicio realizado de forma aguda, praticado esporadicamente, ndo possui as mesmas
caracteristicas benéficas que o exercicio fisico crénico, podendo causar um desequilibrio em
diversas funcbes do organismo. De fato, a simples realizacdo de uma sessdo de exercicio intenso
pode levar ao dano tecidual, causando pequenas microlesdes nas fibras musculares, gerando dor
muscular pos-exercicio, além de levar um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), aumento do estresse mecanico e térmico, culminando no aumento da producéo
mediadores inflamatorios como IL-1b e TNF-o. (WOODS et al, 2012).

Ja a pratica regular de exercicios fisicos caracteriza-se pelo processo de adaptacdo do

organismo, gerando uma melhora na capacidade cardiorrespiratoria, reducdo da gordura corporal,
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além de uma diminuicdo na producdo de mediadores inflamatdrios, possibilitando um ambiente
menos inflamatorio ao organismo (GIBALA et al.; 2012). Além de melhorar a saude e qualidade
de vida, o treinamento fisico também a melhora o desempenho fisico em determinadas atividades
e ou esportes (GOMES, 2002). Durante cada sessdo, variaveis como carga, duracdo, pausa, acao
muscular, velocidade de execu¢do do movimento, frequéncia semanal e amplitude dos
movimentos devem ser manipuladas visando o aumento da for¢ca ou melhoras na capacidade
aerobica ou anaerdbica (GOMES, 2002).

Em relacdo ao tipo de acdo muscular, durante a realizacdo de exercicios fisicos, 0
musculo esquelético é capaz de desempenhar 3 tipos de agdes: concéntrico, isométrico e
excéntrico. As acles concéntricas caracterizam-se quando o muasculo gera tensdo encurtando-se,
ou seja, aproximando a origem da sua insercdo muscular (exemplo — subida em escada, fases
positivas de exercicios como agachamento e leg press 45°). Na acdo isométrica, 0 musculo gera
tensdo sem alterar seu comprimento, ou seja, gera forca mantendo uma posicao estatica. Ja as
acOes excéntricas caracterizam-se quando o musculo gera tensdo alongando-se, ou seja, afastando
a origem da insercdo (exemplo - corrida em declive — downhill - descidas em escadas, as fases
negativas do agachamento e leg press 45°) (ENOKA, 1996).

Em relacéo as acdes excéntricas, durante 0 movimento as fibras musculares geram forga
além de suas capacidades, podendo desempenhar até 20 % a mais de forca que a contracdo
concéntrica. Porém, ao contrério da acdo concéntrica, menos unidades motoras sdo ativadas
(ENOKA, 1996). Isso faz com que as fibras musculares ultrapassem suas capacidades de
sustentar a tensdo, ocasionando a interrupcdo mecanica de alguns sarcémeros, causando um
trauma aos componentes contrateis do masculo incluindo a membrana do reticulo
sarcoplasmatico, dos tabulos-T e do sarcolema, levando a pequenas microlesdes no tecido
muscular (ARMSTRONG et al., 1983; WARREN et al., 1993).

1.2 Exercicio Excéntrico e Lesdao Muscular

Atualmente, pesquisas cientificas tém elucidado as caracteristicas da contracdo
excéntrica. Segundo Hyldahl e Hubal (2013), mais de 400 estudos sobre lesdo muscular
relacionada ao exercicio excéntrico foram publicados na ultima déecada, com uma variedade de

aplicagdes cientificas pré-clinicas e clinicas. Nesse contexto, Maruhashi et al. (2007)
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demonstraram que o treinamento excéntrico (downhill) preveniu o dano muscular causado por
exercicio excéntrico de alta intensidade . Apesar de estudos cada vez mais sofisticados e a busca
constante pela compreensdo dos mecanismos envolvidos na lesdo muscular, a biologia da leséo
muscular pelo exercicio excéntrico € muito complexa. Nesse sentido, diversas hipoteses foram
sugeridas para explicar a etiologia da lesdo. Entretanto, os mecanismos exatos que fundamentam
as fases iniciais desta ndo sdo completamente compreendidos até a presente data (FRIDEN e
LIEBER, 2001; HOWATSON e VAN SOMEREN, 2008; CARMICHAEL et al., 2010;
HYLDAHL e HUBAL, 2013).

Diversos autores proporam que a tensdo aumentada sobre as miofibrilas caracteristica do
exercicio excéntrico levaria a distensdo e ruptura de sarcomeros com consequente degradacédo de
proteinas estruturais (MORGAN, 1990; FRIDEN e LIEBER, 2001; MORGAN e PROSKE,
2004; PROSKE e ALLEN, 2005). No entanto, andlises de biopsias de musculos humanos
submetidos a exercicios excéntricos tém evidenciado resultados discrepantes entre animais e
pesquisas clinicas, mostrando que no musculo humano ndo ocorre a lesdo diretamente na fibra
muscular e que os danos musculares pos-exercicio sdo ocasionados pelo processo inflamatorio e
distlrbios na homeostase do Ca*? intracelular (YU, MALM e TORNELL, 2002; MALM e YU,
2012; YU et al., 2013). Crameri e colaboradores (2007) propuseram que as discordancias entre
resultados podem ocorrer em parte devido as diferencas entre os protocolos de contracdo
muscular nos modelos utilizados, o qual impossibilita uma fidedigna comparagdo entre o0s
resultados encontrados. A maioria dos estudos em humanos utiliza protocolos de contracbes
excéntricas em equipamentos especificos, tais como leg press 45° e cadeira extensora. JA em
modelos animais, a maioria dos protocolos de lesdo muscular sdo através de estimulacdo elétrica,
embora estudos mais relacionados ao estudo da fisiologia do exercicio fisico utilizem protocolos
de corrida em declive (downhill) (HYLDAHL e HUBAL, 2013).

Independente da compreensao do exato mecanismo pelo qual é gerado o dano muscular
pelo exercicio excéntrico, € aceito entre a maioria dos autores que o declinio de forc¢a inicial é
produzido por danos mecéanicos. Clarkson e Sayers (1999) apontam os fatores mecéanicos e
consequente ruptura de sarcomeros como o episodio inicial, seguido por distdrbios na homeostase
do calcio, resposta inflamatoria e sintese de proteinas relacionadas ao estresse. O dano gerado
pelo exercicio excéntrico ao reticulo sarcoplasmatico e ao sarcolema gera um influxo de Ca*™? o

qual inicia uma cascata de eventos, gerando a ativacdo de proteases como a calpaina, levando a
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degradacdo da membrana celular e ocasionando danos ainda maiores na estrutura do masculo
esquelético (BYRD, 1992; REID et al., 1994; GISSEL e CLAUSEN, 2001; PROSKE e ALLEN,
2005). Um estudo realizado por nosso grupo mostrou que a atividade da enzima Ca*? ATPase,
responsavel pelo bombeamento de fons Ca*? de volta ao reticulo sarcoplasmatico, permaneceu
reduzida por 48h apds um protocolo de exercicio excéntrico (RETAMOSO et al, 2016). Como é
conhecido, altas concentragdes de Ca*? intracelular podem inibir a atividade a enzima Ca*?
ATPase, dessa forma mantendo Ca*? livre dentro da célula (GISSEL e CLAUSEN, 2001).

Dessa forma, uma sobrecarga de Ca*? intracelular tem sido sugerida como fator importante
na ativagdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2). Uma vez ativada, a PLA; catalisa a hidrolise dos
fosfolipideos de membrana, gerando um produto chamado Acido Araquiddnico (AA). O AA
pode produzir mediadores inflamatdrios, principalmente a partir da via das Ciclooxigenases
(COXs), ocasionando a formacdo de prostaglandinas, tais como a Prostalgandina E2 (PGE>)
(TRAPPE e LIU, 2013). Além da formacdo de PGE>, outros produtos de degradacdo dos
componentes celulares sdo conhecidos por agirem como agentes quimiotaticos, atraindo células
do sistema imunologico para o local das lesdes (GISSEL E CLAUSEN, 2001). Uma vez no
tecido muscular, neutréfilos e macrofagos produzem citocinas inflamatérias, tais como TNF-a e
IL-1B, iniciando um processo de limpeza e removendo os tecidos lesados (TIDBALL, 2005).

Dessa forma, a perda da integridade da membrana e a ativacdo de cascatas inflamatorias
que ocorrem ap6s um exercicio excéntrico levam a sintomas que acometem atletas e entusiastas
esportivos, os quais inclui inchago no membro afetado (HOWELL; CHLEBOUN e CONATSER,
1993), diminuicdo na amplitude dos movimentos (ESTON; PETERS, 1999), diminuicdo na
producdo de forca (KEHL, TREMPE e HARGREAVES, 2000), dor muscular tardia
(ARMSTRONG, 1984), além do extravasamento de proteinas citoplasmicas para o sangue, tais
como a mioglobina, lactato desidrogenase (LDH) e creatina cinase (CK) (PAULSEN et al.,
2012). Ambos eventos acabam prejudicando a recuperacdo muscular de atletas, podendo alterar
0s padrdes de movimento e ocasionando lesdes mais graves (CONNOLY et al, 2003; HYLDAHL
e HUBAL,; 2013). Tais processos podem afetar o rendimento fisico de atletas, bem como
aumentar o tempo de recuperacdo necessario entre sessdes de treinamento. O resultado disso é
uma perda global na performance de atletas de diferentes modalidades (CONNOLY et al, 2003;
CLOSE et al, 2016).
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1.3 Inflamag&o Muscular

A resposta inflamatdria gerada pelo sistema imunoldgico tem a finalidade de remover o
estimulo indutor e iniciar a recuperacéo tecidual do local agredido (TIDBALL, 2005; ZANOU e
GAILLY, 2013). Ap6s um estimulo lesivo ocorre a ruptura do sarcolema da fibra muscular,
aumento da permeabilidade celular (RUDNICKI, 2004; GREFT et al., 2007; JARVINEN et al.,
2005) e aumento dos niveis séricos de algumas proteinas, como a CK, que frequentemente estdo
restritas no citoplasma (RUDNICKI, 2004).

Os vasos sanguineos localizados ao longo das fibras musculares também s&o lesados, o que
possibilita a migracdo de células inflamatérias para o local da lesdo nas fibras musculares
(GREFT et al., 2007; JARVINEN et al., 2005). As principais células inflamatorias que invadem o
local da lesdo sdo neutréfilos e macréfagos (JARVINEN et al., 2007). Os neutrdfilos sdo as
primeiras células inflamatérias a chegar ao local da lesdo (TIIDUS, 2008), com significante
aumento em seu ndmero nas primeiras 6 horas apos lesdo por miotoxina ou exercicio fisico
(FIELDING et al., 1993; ORIMO et al., 1991). Sua principal funcdo é a remocao por fagocitose
dos elementos indesejaveis relacionados a lesdo tecidual, acdo considerada com ponto de partida
para as respostas de reparo e crescimento tecidual. A quantidade de neutréfilos comeca a declinar
apos 24h e concomitantemente ocorre aumento gradual de macréfagos teciduais no sitio da lesdo
(TIDBALL, 2005; ZANOU e GAILLY, 2013).

Os macréfagos formam a segunda sub-populacdo de leucdcitos que aparecem no local
danificado. Existem diferencas de funcdo entre os macréfagos que invadem o tecido danificado
(TIDBALL, 2007). Macrofagos M1, os quais invadem o tecido nas primeiras 24h ap6s a leséo,
tem um papel mais ativo na remogdo do tecido danificado, enquanto os macréfagos M2 entram
nos tecidos danificados apds 48-96h com a funcdo de reparar o tecido muscular e estimular a
regeneracdo muscular através da ativacdo de células satélites (TSIVITSE et al; 2003; TIDBALL,
2005; TIDBALL, 2007; ZANOU e GAILLY, 2013). Adicionalmente, os macrofagos residentes
liberam mediadores inflamatorios, tais como IL-1p e TNF-a, fundamentais na sinalizagdo
inflamatdria no tecido muscular (SMITH et al., 2008; TIIDUS, 2008).

O aumento da expressdo de IL-1B e TNF-o no musculo esquelético ¢ uma importante
resposta inicial das microlesdes ocasionadas pelo exercicio fisico, visto que o aumento destas

citocinas promove o0 proprio acumulo de neutréfilos e macrofagos a fim de auxiliar no
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remodelamento da fibra muscular (ROSA, 2009). Além dessas citocinas, a produ¢do de PGE-2 a
partir do metabolismo do AA durante uma resposta inflamatoria também participa na modulagédo
de inumeros processos de adaptacdo do musculo esquelético ao exercicio fisico (TRAPPE &
LIU, 2013). Alguns estudos demonstraram que em resposta ao exercicio excéntrico, em
determinadas condi¢Bes as PGs podem propiciar uma ambiente anabdlico no tecido muscular,
estimulando a atividade de células satélites e aumentando a sintese de proteinas (TRAPPE et al,
2001; TRAPPE et al, 2002).

1.4 Sinalizagcdo Miogénica

A sinalizacdo miogénica tem seu inicio ap6s um estimulo lesivo que pode ser de natureza
quimica, mecanica, como durante a realizagdo de exercicios excéntricos (JARVINEN, 2005;
RYALL et al., 2010); térmica, como a exposicdo do musculo esquelético a altas temperaturas, o
que pode causar queimadura (SUGITA et al., 2011) ou a baixas temperaturas, 0 que pode causar
congelamento (MIYABARA et al., 2010).

Como mencionado anteriormente, alguns mediadores inflamatérios liberados por
macrofagos, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1B, além da producdo de PGE>, sdo capazes de ativar as
celulas satélites (LI, 2003; CHEN et al., 2005; SERRANO et al., 2008; WANG et al., 2008).
Estas sdo células mononucleadas e indiferenciadas, que em condic¢Bes basais encontram-se em
estado quiescente, e localizam-se entre a lamina basal e o sarcolema da fibra muscular
(GROUNDS, YABLONKA-REUVENI, 1993; MUIR et al., 1965; SCHULTZ, MCCORMICK,
1994). Entretanto, quando o musculo é submetido & estimulo lesivo, as células satélites s&o
ativadas e passam a ser denominadas células precursoras miogénicas ou mioblastos, as quais
proliferam-se (HAWKE, GARRY, 2001; WOZNIAK et al., 2005). Apéds a proliferacdo, ocorre a
diferenciacdo das células precursoras miogénicas em mioblastos, fase esta marcada pelo aumento
da expressao dos fatores de regulacdo miogénica (MRFs), tais como miogenina, Myo-D e fator
miogénico 6 (Myf-6). O processo de diferenciagdo terminal, por sua vez, é caracterizado pela
fusdo dos mioblastos para a formacgdo de miotubos, 0s quais passam a expressar miosina de
cadeia pesada (MyHC) neonatal, a qual, posteriormente, é substituida pelas isoformas adultas de
MyHC (LE GRAND e RUDNICKI, 2007; ZANOU e GAILLY, 2013). Um estudo em modelo
animal conduzido por Touchberry e colaboradores (2012) mostrou que 48 horas apds uma corrida
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excéntrica houve aumento no contetido protéico de Myo-D e MyHC. Nesse mesmo contexto, em
modelo animal de hipertrofia induzida por remogdo de musculos sinergistas, outro estudo
mostrou que a expressdo de MRFs, tais como myf-5, myf-6 e miogenina, permaneceram elevados
por até 7 dias apos exercicios com sobrecarga (LOCKE et al, 2008).

Além das citocinas, varios fatores sdo responsaveis por ativar as células satélites e, desta
forma, é importante ressaltar que o equilibrio entre estimulos extrinsecos e sinais intracelulares
convergem para preservar a funcdo de tais células (RANDO, 2012). Dentre os fatores envolvidos
na ativacao das células satélites destacam-se: fator de crescimento de fibroblastos (fibroblast
growth factor; FGF) e fatores de crescimento semelhante a insulina | e Il (insulin-like growth
factor-1 e insulin-like growth factor-11; IGF-1 e IGF-II) (CAROSIO et al., 2011; GREFT et al.,
2007; KUANG et al., 2008). O IGF-I, além de ativar as células satélites, promove a ativacdo da
via de sinalizacdo PI3-K/AKT/mTOR, que é uma importante via responsavel por induzir
hipertrofia muscular por meio da ativacdo de sintese proteica, além de ser importante para a etapa
de diferenciagdo muscular (SCHIAFFINO, 2010). Nesse sentido, Pereira e colaboradores
mostraram que apenas uma sessdo de exercicio fisico excéntrico em camundongos € capaz de
induzir um aumento nos niveis de IGF-1, o qual levou a um aumento na expressdo de IRS-1
(Insulina receptor substrato-1) e AKT 24h ap6s o exercicio. Além disso, no mesmo estudo foi
demonstrado que o treinamento excessivo (overtrainnig) causado por consecutivas sessdes de
exercicio fisico excéntrico leva a uma reducdo significativa nas vias anabélicas comandadas por
IGF-1/AKT ap0s 8 semanas de exercicio (PEREIRA et al, 2014).

Apesar da inflamacdo ser um processo natural de adaptacdo ao exercicio, protecdo do
musculo esquelético, e estar envolvida, em parte, com o aumento de sintese protéica e hipertrofia
muscular (TRAPPE e LIU; 2013), uma resposta inflamatoria exacerbada acaba retardando o
processo de regeneracdo muscular, pois muitas proteinas relacionadas com o aumento de sintese
protéica, bem como a atividade das células satélites, sdo inibidas por mediadores inflamatérios,
tais como IL-1R, TNF-a e PGE-2 (PAULSEN et al; 2012). Aléem disso, o0 aumento da sinalizacéo
catabdlica pds-exercicio através das proteinas FOXO, as quais inibem a via AKT/mTOR,
contribuem para o atraso nos processos regenerativos musculares (SCHIAFFINO et al; 2013;
MARCOTTE et al; 2015). Todos esses fatores acabam interferindo no desempenho de atletas em
subsequentes exercicios em um curto espago de tempo (HYLDAHL and HUBAL; 2013). Nesse

sentido, com o intuito de amenizar as respostas inflamatorias e acelerar a recuperacdo muscular, o



18

uso de intervencOes terapéuticas para potencializar a recuperacdo tem sido amplamente difundido
no esporte.

1.5 Estratégias utilizadas para auxiliar na recuperacdo muscular

A lesdo muscular causada pelo exercicio é algo muito comum no esporte. Nesse contexto,
numerosas intervencdes terapéuticas tém sido propostas com o objetivo de ajudar na recuperacao
dos atletas. Uma das mais conhecidas estratégias de tratamento de lesdo é o método PRICE
(Protecdo, Repouso, Gelo (Ice), Compressdao e Elevacdo). O objetivo do principio PRICE €
reduzir a0 maximo o edema muscular, dessa forma minimizando o processo inflamatorio
(FERNANDES et al, 2009). Em relacdo ao uso do gelo, estudos mostram que o tratamento de
crioterapia esta associado a uma significativa reducdo do hematoma nas fibras musculares
lesadas, reduzindo assim a inflamagdo e possibilitando uma regeneracdo muscular acelerada
(HURME et al, 1993).

Outros métodos conhecidos de tratamento de lesdo muscular incluem a massagem no local
da lesdo, alongamentos, exercicios leves, imobilizacdo e descanso, ultra-som e estimulacdo
elétrica (CONNOLY et al, 2003). A suplementacdo com coquetéis antioxidante pds-exercicio
também é utilizada no esporte. Evidéncias sugerem que espécies reativas de oxigénio (EROs),
como o radical superdxido (O2 ) e o perdéxido de hidrogénio (H202) gerados pelo exercicio fisico
contribuem para aumentar o dano muscular. Portanto, neutralizando a producdo de EROs com
suplementos antioxidantes poderia ajudar na reducao da lesdo pos-exercicio fisico (PEAKE et al,
2005). Assim, tratamentos que auxiliem a amenizar as respostas inflamatdrias, acelerar a
recuperacdo muscular e o rapido retorno as treinos e competicfes tem sido amplamente usados no
meio esportivo (CONNOLY et al, 2003). Neste sentido, o uso de antiinflamatorios ndo-
esteroidais, os chamados AINEs, tem aumentado significativamente entre atletas de diferentes

modalidades Um dos mais utilizados atualmente ¢é o ibuprofeno (TRAPPE e LIU; 2013).

1.6 Antiinflamatdrios Néo-Esteroidais (AINES)

Muitas das estratégias de tratamento para acelerar a recuperacdo e aliviar os sintomas de

inflamacdo pos-exercicios em diversas modalidades esportivas envolvem o uso de AINEs
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(CONNOLLY et al; 2003; SCHOENFELD, 2012). Esses podem ser classificados em simples ou
dupla-acdo. Drogas como Aspirina, Naproxeno e Ibuprofeno tém suas a¢des baseadas na inibigéo
ndo-seletiva das enzimas ciclooxigenases (COX), sendo assim considerados drogas de simples
acao, diminuindo a producdo de PGs e minimizando o processo inflamatorio. J& drogas como
cetoprofeno e diclofenaco sdo consideradas de dupla-agéo, bloqueando a via de agéo das enzimas
COXs e LOXs (CONNOLLY et al; 2003). A importancia no blogueio das COXs se deve ao fato
que essas enzimas catalisam a oxidacdo do AA liberado pela membrana celular através da acéo
da PLA> em resposta a estimulos térmicos, mecénicos e/ou quimicos (LEES et al., 1991). O
produto final do metabolismo do AA s&o as PGs, prostaciclinas (PC) e tramboxanos (TX),
substancias quimicas que sdo mediadoras do processo de inflamacdo (TRAPPE and LI1U; 2013).

A maioria dos AINES é absorvida rapidamente pelo organismo. Grande parte dos AINEs é
metabolizada pelo figado, através da acéo das enzimas citocromo P450, abundantes nesse tecido
(EICHELBAUM et al, 2006). Os farmacos normalmente apresentam um pico de concentracdo
plasmatica em aproximadamente 1 a 2 horas, dependendo de suas caracteristicas de formulagdo, e
sua meia-vida (ti2) € de aproximadamente 2,5 horas (GRAHAM e WILLIAMS, 2004). Dessa
forma, muitos atletas hoje fazem uso de AINEs com objetivo de diminuir o processo inflamatorio
e acelerar os processos de recuperacdo pés-exercicio fisico, possibilitando assim um réapido
retorno aos treinos e competi¢cdes (KRENTZ et al., 2008).

Entretanto, alguns estudos tém demonstrado que o uso de antiinflamatérios ap6s a
realizacdo de exercicios fisicos pode interferir com as respostas adaptativas musculares
(SCHOENFELD; 2012). Estudos mostraram que o0 uso prolongado de AINES podem causar uma
diminuicdo na sintese de proteinas (MARKWORTH et al; 2014), inibicdo da atividade das
células satélites e reducdo nos niveis de IGF-1 (MIKKELSEN et al; 2009) e consequente reducao
da hipertrofia muscular (TRAPPE et al; 20011), eventos que poderiam levar a uma diminui¢do no
desempenho fisico a longo prazo (CONNOLLY et al; 2003). Além disso, o uso constante de
medicamentos antiinflamatorios pode apresentar certos riscos para a saude, como problemas
gastrointestinais (VAN WIJCK et al, 2012). Dessa forma, pesquisas objetivando a descoberta de
novas estratégias farmacoldgicas menos prejudiciais ao organismo e que ajudem a aumentar o

desempenho fisico de atletas tém ganhado énfase nas ultimas décadas (CLOSE et al, 2016).
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1.7 Creatina

1.7.1 Breve Historico

A Creatina (&cido 2-metil guanidinoacético) é um composto guanidinico enddgeno que
foi primeiramente isolado em 1835 por Chevreul em um extrato de carne (Figura 1). Quase cem
anos mais tarde, Fiske e Subbarow (1927) juntamente com Eggleton & Eggleton descobriram a
PCr, que devido a sua natureza labil foi chamada de “fosfosgen”. Em 1930, Lundsgaard
demonstrou que a contracdo muscular era acompanhada por uma maior quebra de PCr do que de
uma producdo de lactato, e propds que a PCr apresentava um envolvimento central no suporte
energético para a contracdo muscular (PERSKY e BRAZEAU, 2001).

Em 1934, Lohmann descobriu a reacdo da enzima Creatina Kinase (CK), na qual o
grupo y-fosfato do ATP € transferido a Cr para formar ADP e PCr. A identificacdo das
isoenzimas mitocondrial e citosolisa da CK nas decadas de 1960 e 1970 levou Saks e
colaboradores (1978) e também Bessman e Geiger (1981) a propor a “langadeira da PCr”. De
acordo com essa hipdtese, as isoenzimas mitocondrial e citosolisa da CK trabalham em direcdes
opostas. Enquanto a isoenzima mitocondrial da CK catalisa a sintese de PCr a partir do ATP
produzido pela fosforilagdo oxidativa na matriz mitocondrial, a isoenzima citosolisa catalisa a
regeneracdo do ATP a partir da PCr nos sitios de consumo. Dessa maneira o sistema CK/PCr/Cr
aumenta consideravelmente a capacidade total para o transporte intracelular do fosfato de alta
energia (PERSKY e BRAZEAU, 2001).

Figura 1. Estrutura quimica das moléculas de creatina, fosfocreatina e creatinina. Adaptado de
PERSKY e BRAZEAU, 2001
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1.7.2 Sintese e distribuicdo

A sintese de Cr se d& a partir da glicina, arginina e S-adenosilmetionina nos rins, figado,
pancreas, testiculos. O primeiro passo na sintese envolve a transferéncia reversivel de um grupo
amidino da arginina formando guanidinoacetato e ornitina na reagdo catalisada pela enzima L-
arginina: glicina amidinotransferase (AGAT) (figura 2). A segunda etapa, onde a transferéncia
irreversivel do grupo metil da S-adenosilmetionina é doado para o guanidinoacetato pela S-
adenosilmetionina: N-guanidinoacetato metiltransferase (GAMT), formando Cr (PERSKY e
BRAZEAU, 2001). A Cr ¢é também obtida exogenamente pela dieta no consumo de carnes e
peixes (BALSOM et al., 1994). Sdo necessarios aproximadamente dois gramas de creatina
diariamente, obtidos tanto da dieta quanto da sintese enddgena (CASEY e GREENHAFF, 2000).
Sabe-se que a concentracdo total de Cr intracelular é cerca de 120-125 mmol/kg de peso seco,
resultando em 1209 deste composto em um individuo de 70 kg (PERSKY e BRAZEAU, 2001).

A Cr desempenha uma importante funcdo na ressintese de ATP e também no
tamponamento de fons H* nos tecidos, exigindo continuamente uma substituicdo nos estoques de
Cr através da sintese alimentar ou corporal (WALKER, 1979). Uma vez formada, a Cr entra na
circulacdo por difusdo e pode ser transportada para o interior dos tecidos contra uma gradiente de
concentragdo por um transportador Na/Cl- dependente (GUERRERO-ONTIVEROS e
WALLIMANN, 1998), podendo ser armazenada tanto na forma livre (Cr), quanto na forma
fosforilada (PCr). Estima-se que 95% da Cr corporal se encontre no musculo esquelético,
principalmente em fibras musculares de contracdo rapida; 90% da Cr muscular esta armazenada
na forma de PCr (PERSKY e BRAZEAU, 2001). Os 5% restantes sdo encontrados no cerebro,
figado, rins e testiculos (WALKER, 1979). A Cr pode ser eliminada na forma de creatinina: cerca
de 2 g de Cr sdo convertidas em creatinina diariamente através de uma rea¢do ndo enzimatica.
Esta, por sua vez, atravessa livremente a membrana celular sendo posteriormente excretada pelos
rins por filtracdo glomerular (GREENHAFF, 1997; WY'SS e KADDURAH-DAOUK, 2000).
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Figura 2. Metabolismo da creatina no organismo. Cr de fontes
GAMT - S-adenosil-Lmetionina: N-guanidinoacetato alimentares
metil transferase; AGAT - L-arginina:glicina amidino
transferase; Crn - creatinina; GAA - guanidino acetato;
Arg - arginina; Gly - glicina ; AdoMet - S-adenosil-
Lmetionina; AdoHcy - S-adenosil-L-homocisteina; CrT
- transportador de creatina (Adaptado de WYSS e
KADDURAH-DAOUK, 2000).
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1.7.3 Creatina e Exercicio

Devido a sua importancia fisioldgica como mecanismo de reserva energética (ATP),
principalmente no musculo (WYSS e KADDURAH-DAOUK, 2000), como transportador de
ATP dos sitios de producdo (mitocdndria) para os sitios de consumo (citosol) (WALLIMANN et
al., 1998) e como tampéo energético (PAN e TAKAHASHI, 2007), a Cr tem sido utilizada por
atletas como suplemento alimentar, para melhorar a performance (PERSKY e BRAZEAU, 2001).

Alguns estudos revisaram os resultados de pesquisas e indicaram que a ingestdo de Cr
ndo aumenta o desempenho em protocolos de exercicios de resisténcia (aerobios), mas eleva o
desempenho em atividades de alta intensidade e curta duracdo (anaerdbios), especialmente
quando estas sdo realizadas de forma intermitente (BEMBEN; LAMONT, 2005; GUALANO et
al., 2008). Estudos feitos com corredores de cross-country (BALSOM; SODERLUND;
EKBLOM, 1994; ASTORINO et al., 2005) e de longa distancia (STROUD et al., 1994) nao
observaram efeito ergogénico na suplementacdo com Cr, demonstrando que realmente nesse tipo

de exercicio fisico os individuos ndo séo beneficiados com a suplementacdo. Por outro lado,
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Kelly e Jenkins (1998) mostraram que ap6s um periodo de 28 dias de suplementacdo de Cr atletas
de levantamento de peso tiveram aumentos significativos de forca em testes de uma repetigéo
méaxima (1-RM) e de repeticdes maximas a 85% de 1-RM.

Nesse mesmo contexto, Tarnopolsky e MacLennan (2000) constataram melhoras
significativas na potencia maxima de homens e mulheres medida através de um cicloergbmetro
apoés o uso de Cr por um periodo de sete semanas. Esses resultados discrepantes da
suplementacdo com Cr em exercicios aerobios X anaerobios podem ser explicadas pelas fontes
energéticas utilizadas durante cada tipo de exercicio. Nos exercicios de resisténcia (aerobios -
60% a 85% VO max) a principal via energética do organismo é a oxidativa, tendo as gorduras
como principal substrato energético. Durante exercicios de alta intensidade e curta duracdo
(anaerobios — 85% a 100% VO.méax) o principal fornecimento de energia vem do sistema
fosfagénico/glicolitico (MAUGHAN, 2000). Esse sistema é favorecido pela suplementacdo com
Cr, que tem com papel principal a doacdo de um grupo fosfato de alta energia para a réapida
ressintese de ATP, assim potencializando a producdo de forca e energia durante exercicios
intensos (PERSKY e BRAZEAU, 2001).

Bassit e colaboradores demonstraram que a suplementacdo prévia com Cr também foi
eficaz em reduzir os marcadores de lesdo muscular em atletas ap6s uma competicdo de Ironman
(BASSIT et al. 2008; BASSIT et al. 2010). Resultados similares foram obtidos por Deminice e
colaboradores, que demonstraram que a suplementacdo com Cr foi capaz de reduzir os
marcadores inflamatdrios pds-sprints, possibilitando, assim, uma melhora no desempenho fisico
dos participantes (DEMINICE et a.; 2013). JA& Cooke e colaboradores encontraram que a
suplementacdo com Cr foi eficaz em acelerar a recuperacdo da forca em individuos submetidos a
exercicios fisicos excéntricos (COOKE et al, 2009). Em estudos realizados com animais, a
suplementacdo com Cr também apresentou efeitos positivos. Ogborn e colaboradores (2011),
utilizando camundongos transgénicos FRG1 (modelo que apresenta atrofia e disfuncéo
muscular), encontraram que a suplementacdo com Cr apresentou efeitos superiores no
desempenho fisico nos testes de forga, equilibrio e corrida a exaustdo quando comparados ao
grupo ndo suplementado. Além disso, apenas a suplementacdo com Cr aumentou o peso dos
animais e os niveis de PGC-1a, importante marcador de biogénese mitocondrial (OGBORN et al,
2011).



24

Dessa forma, diversos estudos demonstram que a suplementagdo de Cr pré-exercicios
contribui para diminuir a fadiga muscular, melhora o aporte energético e proporciona uma rapida
recuperacdo pos-exercicio fisico (TARNOPOLSKY, 2011). Destaca-se que a maioria dos estudos
investigando os efeitos ergogénicos da Cr utiliza um protocolo crénico de suplementacao, onde é
feita uma fase de saturacdo com 20g de Cr por dia (em torno de 300 mg/kg) durante 3 a 5 dias
antes do exercicio, causando um aumento de 15-20% nos nives de Cr muscular (HULTMAN,
1996). Outros protocolos utilizam 5g de Cr por 15 a 30 dias (CASEY e GREENHAFF, 2000).
Cabe destacar que a suplementacdo com Cr € usualmente feita antes da realizacdo de exercicio
fisico, sendo poucos os estudos que pesquisaram os efeitos de sua suplementacdo pds-exercicio
fisico (COOPER et al, 2012).

1.7.4 Creatina e Miogénese

Os beneficios da Cr vdo além dos obtidos pelos atletas enquanto a melhoramento da
performance (SESTILI et al.,2006). Nas ultimas décadas, alguns estudos tém sugerido outros
papeis que a Cr pode desempenhar no organismo. Suas funcbes antioxidante (SESTILI et al;
2011), anti-inflamatéria (NOMURA et al., 2003), bem como mediador da proliferacdo e
diferenciacdo de células satélites (OLSEN et al; 2006) tem sido descritas na literatura. Com
relacdo ao crescimento e desenvolvimento musculoesquelético, estudos in vitro e in vivo tem
demonstrado que a Cr apresenta efeitos positivos no aumento da sintese de proteinas
(DELDICQUE et al; 2007), hipertrofia de miotubos (LOUIS et al; 2004), e aumento nos niveis de
IGF-1) (DELDICQUE et al; 2005) e expressdo de MRFs (WILLOUGHBY et al; 2003), bem
como diminuicdo de miostatina, proteina importante na sinalizacdo catabdlica muscular pés-
exercicio fisico (SAREMI et al; 2010). Uma acelerada capacidade de recuperacdo muscular apos
exercicio permite ao atleta voltar aos treinos ou competicdes mais rapidamente, assim
aumentando seu desepenho com o passar do tempo (CONNOLLY et al, 2003; BEMBEM e
LAMONT, 2005). Dessa forma, inumeros atletas beneficiam-se da utilizacdo de Cr com objetivo
de melhorar o desempenho e a recuperacdo muscular (TARNOPOLSKY, 2010; COOPER et al,
2012). Além disso, é conhecido que 0s processos miogénicos estdo relacionados com a via
AKT/mTOR, a principal via de sintese proteica e hipertrofia muscular. Da mesma forma, a

atividade das células satélites (celulas-tronco musculares) tem um importante papel na
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manutencdo do tecido muscular e contribuem significativamente nos processos miogénicos
(SCHIAFFINO et al; 2013). Neste sentido, tem-se especulado que a Cr pode aumentar o estado
de fosforilacdo das proteinas AKT/mTOR, agindo como um molécula co-ativadora, assim como
estimular a atividade de células satélites, ampliando a sinalizacdo miogénica (GUALANO et al;
2010Db). Entretanto, os mecanismos pelos quais a Cr exerce seus efeitos pleiotropicos no tecido
muscular esquelético ainda ndo foram elucidados (SESTILI et al; 2016). Ressalta-se que a
maioria dos estudos fez uso de um protocolo cronico de suplementacéo; a pesquisa sobre os
efeitos agudos da Cr pds-exercicio fisico ainda é incipiente (HESPEL e DERAVE, 2007).

Assim, sabendo que: 1) o aumento na sintese de proteinas leva ao processo de hipertrofia
muscular a longo prazo, 2) a atividade das células satélites acelera os processos de regeneracdo
muscular, e que 3) ambos eventos propiciam uma melhora no desempenho fisico de atletas
(FERNANDES et al; 2012), o estudo de compostos que ampliem a sinalizacdo miogénica e
apresentem capacidades anti-inflamatorias capazes de amenizar a lesdo muscular causada pelo
exercicio fisico sem interferir de forma negativa em processos fisiologicos adaptativos torna-se

importante na fisiologia do exercicio fisico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar se a suplementacdo com Cr € capaz de influenciar as respostas inflamatorias e,
consequentemente, potencializar a sinalizacdo miogénica em 24 e 48h ap6s lesdo muscular

induzida por exercicio excéntrico agudo em ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se a suplementacéo com Cr 24 e 48h apds exercicio excéntrico:

Causa alteracdes no estado de fosforilacdo das proteinas Myo-D e Myf-6 no musculo sé6leo de
ratos;

e Modula os niveis de IGF-1 e PGE-2 no musculo sbleo;
e Altera os niveis de Cr no plasma e séleo;
e Ameniza os danos teciduais no musculo sé6leo;

e Influencia no rendimento fisico dos animais.
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INFLUENCE OF CREATINE SUPPLEMENTATION AFTER AN ECCENTRIC BOUT
OF EXERCISE ON MYOGENIC SIGNALING AND EXERCISE PERFORMANCE IN RATS

ABSTRACT

Creatine (Cr) is one of the most studied compounds in sports in the world due to its proven ergogenic properties. In
this context, recent studies have highlighted other effects of Cr, demonstrating a possible trophic effect on skeletal
muscle, as well as the ability to minimize the inflammatory process triggered by exercise. Eccentric exercise (EE) is
associated to skeletal muscle damage, leading to an exacerbated inflammatory process, which ultimately slows
muscle recovery. Thus, the objective of this study was to investigate the influence of acute Cr supplementation on
myogenesis signaling and exercise performance after an EE-induced muscle damage protocol. Male Wistar rats
performed a downhill running exercise on a treadmill at a -16° tilt and a constant speed for 90 min (5 min/bout
separated by 2 min of rest). After, the animals were divided into 4 groups: a control unexercised, CMC exercise
(vehicle - 0,05%), exercise Creatine (Cr — 300mg/kg/day) and exercise Ibuprofen (IBU — 15mg/kg/day). Biochemical
assays to measure Cr concentration, IGF-1 and PGE-2 content, histology, and Myf-6 and Myo-D protein content
were performed in soleus muscle at 24 and 48 h after a downhill running. Additionally, an exercise performance test
was performed 48 h after the EE bout. Statistical analyses revealed that while IBU was effective on reducing muscle
damage, Cr group presented muscle injury but effective to increase IGF-1 levels and Myf-6 protein content after EE.
Additionally, Cr group presented lower levels of PGE-2 and sustained the exercise performance 48 h after EE bout.
Thus, our results suggest that Cr supplementation may influence in the processes of muscle regeneration induced
after injury by an EE bout.

Keywords: ergogenic compounds, eccentric exercise, muscle injury, inflammation, muscle signaling, exercise

performance
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Introduction

Regular exercise has long been recognized as a tool for improving health and quality of life (NIEMAN, 2003;
GLEESON, 2007). However, it is well known that exercise modalities that require great amount of eccentric
contractions are associated with increased damage to skeletal muscles (HYLDAHL and HUBAL 2013). Evidence
accumulated over the last decades suggests that the tension generated on the myofibrils during eccentric contractions
leads to distension and rupture of some sarcomeres, causing the loss of myofibrillar functionality, with consequent
damage to the cell membrane and subsequent inflammatory response (FRIDEN and LIEBER, 2001; PROSKE and
ALLEN, 2005).

In order to repair exercise-related damages, neutrophils and macrophages accumulate in muscle tissue within
the first hours after the damaging stimulus (TIDBALL, 2007). The release of inflammatory mediators, such as PGE2,
assist the recruitment of neutrophils and macrophages to trigger signaling for muscle regeneration caused by exercise
(RYALL et al., 2010). When skeletal muscle undergoes small injuries, satellite cells are activated and are referred to
as myogenic precursor cells or myoblasts (WOZNIAK et al., 2005). During proliferation and differentiation of
myoblasts, an increase in the expression of myogenic regulation factors (MRFs), such as Myo-D and myogenic
factor 6 (Myf-6), takes place to trigger the synthesis of new myotubes (LE GRAND and RUDNICKI, 2007; ZANOU
and GAILLY, 2013). In this context, the insulin-like growth factor | (IGF-1) plays a key role in the signaling of
satellite cells (CAROSIO et al., 2011). In addition to that, IGF-1 promotes activation of the AKT/mTOR signaling
pathway, which is the main responsible for protein synthesis signaling in the exercising muscle (SCHIAFFINO et al.,
2013).

It is known that some inflammatory mediators, under physiological conditions, are able to activate muscle
satellite cells during muscle regeneration (CHEN et al., 2005; TRAPPE and LIU, 2013). However, although
inflammation is a natural process towards exercise adaptation, protection and repair of skeletal muscle (TRAPPE and
LIU, 2013), high levels of inflammatory mediators for a prolonged period of time interfere in the activation of the
satellite cells and the mechanisms of muscle regeneration (PEDERSEN, 2012). In this sense, athletes make use of
several pharmacological strategies to ameliorate inflammatory responses and accelerate muscle recovery after
exercise, such as nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) (CONNOLLY et al., 2003; TRAPPE and LIU,
2013).

These drugs act as non-selective inhibitors of cyclooxygenase (COX) enzymes, thus being considered as
single action drugs, decreasing the production of prostaglandins and minimizing the inflammatory process
(SCHOENFELD, 2012). However, studies have shown that anti-inflammatory drugs intake after exercise may also
attenuate skeletal muscle adaptations to exercise due to decreases on satellite cell signaling and reduced IGF-1 levels
(MIKKELSEN et al., 2009; SCHOENFELD, 2012; MARKWORTH et al., 2014). Thus, the study of new
compounds able to modulate inflammation without interfering in the adaptive pathways related to skeletal muscle
adaptations to exercise are need.

Creatine (2-methyl guanidinoacetic acid) is a guanidine compound endogenously synthesized from the amino

acids glycine, metonin and arginine, and may also be easily obtained through meat and fish consumption (PERSKY
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and BRAZEAU, 2001). Considering its natural occurrence, Cr is the most studied compound in sports scenario
worldwide (GUALANO et al., 2008). It is well documented that the consumption of Cr provides numerous ergogenic
effects, improving the performance of athletes in several sports without potentially damaging side effects under safe
doses (COOPER et al., 2012). However, during the last years Cr has proved to present other muscle-related benefits
(SESTILI et al., 2016). Recent studies have shown that Cr may present trophic effects on skeletal muscle, such as
increased levels of IGF-1 (DELDICQUE et al., 2005), increased MRFs (WILLOUGHBY et al., 2003) as well as
reduction of post-exercise muscle catabolic signaling (SAREMI et al., 2010). These findings point out to a possible
role of Cr on skeletal muscle myogenic signaling. However, most studies have studied chronic Cr supplementation
protocols, while acute protocols to decipher the associated mechanisms are still scarce (HESPEL and DERAVE,
2007). Besides, Cr supplementation has been extensively studied before exercise, while its use after exercise has
been scarcely investigated. Therefore, the purpose of this study was to verify the influence of acute supplementation
with Cr in parameters related to myogenic signaling, as well as to evaluate the muscular recovery capacity in a

subsequent exercise performance test after an eccentric exercise bout in rats

MATERIALS AND METHODS

Animals and Reagents

Adult male Wistar rats (200 - 250g) were kept under controlled environmental conditions (12:12 h light -
dark cycle, 24+1 °C, 55% relative humidity). Experimental protocols were designed in order to use as few animals as
possible, and also to avoid suffering during the procedures. The animal experimentation reported in this study has
been carried out in accordance with the policies of the National Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publications No. 80-23) revised in 1996. The local Ethics Committee for Animal Research
of the Universidade Federal de Santa Maria approved the study protocols (protocol numb 3947160215). T he reagents
were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA), Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA), R&D Systems
(Minneapolis, MN, USA) and Bio-Rad (Hercules, CA,USA).

Study design
A total of 80 animals were used in this study. The animals were divided into 4 groups: a control unexercised,
CMC exercise (vehicle), exercise Creatine (Cr) and exercise Ibuprofen (IBU). The exercise group performed a
downhill running (eccentric exercise) with rest and exercise bouts after an adaptation period. The physical
performance analyzes were performed 48h after downhill running. For biochemical assays, the rats were
anesthetized, sacrificed and the soleus muscle was immediately removed at 24 and 48h after downhill running and

frozen at -80 °C for analysis. Figure 1 depicts the study design
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Figure 1- Time line of the experimental procedures of the study

Treadmill Adaptation and Downhill Running

First, the eccentric exercise group was familiarized with the treadmill (Insight Instruments®, model EP-131,
Brazil) for 5 days using an adaptation protocol that consisted of 10 m/min for 10 min on the first and second days, 12
m/min on the third day, and 12 m/min for 15 min on the fourth and fifth days (0° of slope throughout the adaptation
protocol). Two days after the adaptation period, animals performed a downhill running protocol as previously
described (LIMA-CABELLO et al., 2010), with few modifications. Animals ran 90 min running (5 min/bout

separated by 2 min of rest) at 16m/min with a -16° incline.

Cr supplementation and ibuprofen administration

After the eccentric exercise, animals were divided into 4 groups: 1) Control (not exercised), 2) Eccentric
exercise (EE) + CMC vehicle (0.05%), 3) EE + Cr 300 mg/kg/day (PERSKY and BRAZEAU, 2001) and 4) EE +
Ibuprofen 15 mg/kg/day (LILES and FLECKNELL, 1992). Supplementation was given orally and divided into 4
equal doses throughout the day. The use of anti-inflammatory ibuprofen is intended to be a control of myogenic
signaling, since studies have shown that anti-inflammatory drugs may attenuate the adaptations of muscle tissue to
exercise (MIKKELSEN et al., 2009; TRAPPE and LIU, 2013, MARKWORTH et al., 2014).

Grip test
To evaluate the motor performance/strength production of the rats, a grasping protocol test was used as
previously described (BERTELLI and MIRA, 1995) with few modifications. For this, a wire grid (2.5 mm diameter)
was fixed to a plate from an ordinary electronic scale. A 500 g weight was put on the balance plate to subtract the

results obtained from the grips of rats. Then, the rats were allowed to grasp the wire grid while being lifted by the tail
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with increasing firmness until they loosened their grip. The rats were tested three times with 1 min of rest between

bouts, and the mean value of performance (500 g - value recorded) was calculated.

Exhaustion test
The exhaustion test was performed as described by ROSA et al. (2009). After 48 h of the eccentric
exercise bout, animals were submitted to a protocol (insight equipments, SP, Brazil) consisting on running 50 min at
16m/min for 50 min (0° inclination). After 50 min, speed was subsequently increased by 1m/min until exhaustion,
which was determined when animals were no longer able to maintain the racing step and remained on the back of the

treadmill for 1 min.

Exercise performance capacity
The exercise performance capacity test was performed according to LOMONOSOVA et al., (2014) with
minor modifications. After 48 h of the eccentric bout, each animal was placed on a treadmill (insight equipment, SP,
Brazil) at 16m/min with 20° slope for 15 min. The amount of work performed in the running test of each animal was
calculated as follows: treadmill speed x running time. This test detects only the net running of the animal, while the

walking time is discarded. The data were expressed in Joules (J).

High performance liquid chromatography/ultraviolet (HPLC-UV) detection

The levels of Cr were measured in plasma and soleus muscle according to (OZOGUL et al; 2000) with a
few modifications. Briefly, samples were homogenized in 0.6 M perchloric acid and centrifuged at 770 x g for 10
min at 4 °C. The supernatant was adjusted to pH 6-6.5 using 1 M potassium hydroxide. Neutralized fractions were
kept on ice during 30 min in order for the potassium crystals to completely precipitate and were filtered using a
membrane (pore size 0.45 pm Millipore®) before injection on the HPLC equipment (Shimadzu® HPLC, JP). The
analytic column contained 5 pm particle size silica with a 100 A pore size in a Phenomenex® ODS-2 C18 reverse-
phase column (4.6 mm x 250 mm, Allcrom, BR). The mobile phase was 50 mM sodium acetate, 50 mM sodium
citrate and 8% (v/v) methanol, pH 3.1 (corrected with 12 N HCI). The HPLC analysis was performed under isocratic
conditions at a flow rate of 1 ml/min, and the UV detector was set at 274 nm.

Histology

After 48h of downhill running, animals were anesthetized, sacrificed and the soleus muscles were removed,
fixed by immersion in 4% paraformaldehyde diluted in 0.1 M phosphate buffer at pH 7.4, cryoprotected in 15%
sucrose until sieved, followed by 30% sucrose cryoprotection until sink again. Then, the freezing-mounted muscles
(Tissue TEK OCT Coumpound, Sakura, Japan) were frozen in isopentane cooled in liquid nitrogen, cut in a cryostat
(Leica, Germany) with a thickness of 40 micrometers, collected on histological laminae and stained with
Hematoxylin and eosin (HE). Histological laminae were dehydrated in increasing alcohols (90 and 100%), cleared in

xylol and mounted with Canadian balsam. Histological images were scanned with 400X magnification using Axio
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Scope microscope (Carl Zeiss Microscopy, Germany). The morphological analysis was performed with the software
Zen 2.3 (Blue edition; Carl Zeiss Microscopy, Germany) in five images obtained from the muscles of each animal.
For this, the inflammatory cells present within the area of interest were counted. The data for each animal represent
the mean of the inflammatory cells of the five images. The data shown represent the mean of inflammatory cells of
the groups (DO NASCIMENTO et al., 2013, LU et al., 2015, CARDOSO et al., 2016).

Insulin-like growth factor 1(IGF-1) and Prostaglandin E2 (PGE-2) immunoassay

For determination of IGF-1 and PGE-2 levels muscle samples were weighed and homogenized 1:10 in
tissue protein extraction reagent (T-PER, Thermo Scientific Pierce, MA, USA). The homogenates were centrifuged
at 10,000 x g at 4°C for 5 min to collect the supernatant. Protein concentration in the supernatant was determined
using BCA kit (Thermo Scientific Pierce, MA, USA). After, IGF-1 and PGE-2 content was determined using an
ELISA kit (R&D Systems, USA) according to the commercially available manufacturer's protocol. The results were

expressed in pg/mg of protein.

Western blot

Protein content of Myo-D and Myf-6 were assessed by Western Blot according to standard procedures with
some modifications. Briefly, a portion of the soleus muscle was subjected to 10% SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis. Membranes stained with 0.1% Ponceau solution served as the transfer control (ROMERO-CALVO
et al; 2010); membranes were photographed, washed with Tris buffered saline containing 0.04% (v/v) Tween 20
(TBS-T) until removal of the Ponceau. After, membranes were blocked with 5% (w/v) non-fat milk in Tris-buffered
saline containing 0.04% (v/v) Tween 20 (TBS-T) for 1 h and incubated overnight at 4 °C with the specific primary
antibody anti-rabbit Myo-D (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA, catalog number sc-304), anti-rabbit Myf-
6 (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA, catalog number sc-301), in 2.5% non-fat milk in TBS-T.
Membranes were washed three times in TBS-T and then incubated with secondary antibodies anti-rabbit (1:10000,
Santa Cruz Biotechnology, TX, USA, catalog number sc-2004) for 1h. Then, membranes were washed three Times
with TBS-T and chemiluminescence was captured using Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, USA) at a 4000
MM PRO imaging station (Carestream, USA).

Protein determination
The protein content was measured colorimetrically (BRADFORD, 1976) using bovine serum albumin (1

mg/ml) as the standard.

Statistical analysis
Statistical analysis was carried out by one-way analysis of variance (One-way ANOVA) and only F-values of
p < 0.05 are presented. Post hoc analysis was carried out, when appropriate, through the Student-Newman-Keuls’s

Test. All data are expressed as the mean + standard error of the mean (S.E.M).
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RESULTS
The eccentric exercise protocol was effective to induce muscle damage as shown by histological analysis
[F(4,16)= 9.95; p<0.01; figs 2A and 2B]. While ibuprofen supplementation was able to control muscle damage, Cr

did not prevent it. There was no significant difference between the other groups.
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Figure 2. (A) Histological images of the soleus muscle after 48 h of downhill running; A) CON, B) CMC,
C) Cr and D) IBU. (B). Quantification of histological images. **p<0.01 and *p<0.05 compared with the
control group. The data are presented as the mean + S.E.M. for n= 3-6 in each group.

In order to verify muscle and plasma Cr levels after the eccentric exercise bout HPLC quantifications were
performed. Plasma analysis revealed that there was significant difference on Cr concentration at 48h in relation to
control group [F(5,25)= 7.00; p<0.01; fig 3A]. In muscle, there was no significant difference between groups as
shown on figure 3B.
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Figure 3. Cr levels after downhill running determined by HPLC in (A) plasma and (B) soleus muscle at 24
and 48 h post exercise. **p<0.01. The data are presented as the mean + S.E.M. for n=5 in each group.
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Our results also showed that only Cr supplementation was able to induce a significant increase in IGF-1 levels

24h after the eccentric exercise [F(7,26)= 3.91; p<0.05; fig 4A]. Regarding PGE-2 levels, statistical analyses

demonstrated a significant increase in the CMC 48h and in the Cr 24h in relation to the control [F(7,31)= 6.58;

p<0.05; fig 4B], after downhill running. The other groups did not present significant differences.
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Figure 4. Quantification of levels of (A) IGF-1and (B) PGE-2 determined by ELISA assays in the soleus muscle

at 24 and 48 h after downhill running. *p <0.05. The data are presented as the mean + S.E.M. for n=5.

To verify the influence of an acute supplementation with Cr in parameters related to myogenic signaling post

eccentric exercise, two proteins involved in satellite cell differentiation signaling, Myf-6 and Myo-D, were

quantified. Statistical analysis showed no differences at 24h after the eccentric exercise bout (fig 5A and 5B).

However, 48h post exercise showed increased Myf-6 content in Cr supplemented group [F(4,19) = 3.45; p<0.05; fig

5C].
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Figure 5. Effect of downhill running on Myf-6 and Myo-D immunoreactivity in the soleus muscle at 24 and

48 h post exercise. *p <0.05. The data are presented as the mean + S.E.M. for n=3-5.
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In order to evaluate the muscular recovery capacity after injury, exercise performance tests were performed.
The data revealed that there were no differences between the groups in the muscle strength tests (Fig 6A) and in the
exhaustion test (Fig 6B). However, statistical analyses revealed that Cr and ibuprofen supplementation protected the
perform capacity 48h after the eccentric exercise bout [F(4,39)= 7.23; p<0.001; fig 6C].
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Figure 6. (A) Muscular strength test after downhill running. Analyses were carried out pre-test and at 24 and
48h after exercise. (B) Exhaustion test and (C) Exercise Performance Capacity test. Analyses were carried
out 48 h after downhill running. ***p <0.001 compared with the control group. The data are presented as the
mean + S.E.M. for n=10.

DISCUSSION

In the present study, we investigated the influence of acute supplementation with Cr post eccentric
exercise on parameters of muscle damage and myogenic signaling after a downbhill running, as well as recovery
capacity. Here, we verified that the eccentric bout of exercise induced muscle injury and increased the levels of
inflammatory mediators. On the opposite, Cr was able to decrease PGE-2 levels 48h after the eccentric bout of
exercise, although histological damage was registered. However, Cr was effective to increase IGF-1 levels after
exercise, which may be related to higher Myf-6 protein content also found. Taken together, our data demonstrate that
acute supplementation with Cr post-eccentric exercise may have the potential to influence myogenic signaling,
contributing to improved muscle recovery and performance in subsequent tests.

It is well known that eccentric exercise induce skeletal muscle damage (PROSKE and ALLEN, 2005;

CHOI, 2014). Nonetheless, the exact mechanisms underlying the early stages of eccentric exercise-induced muscle
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damage are still not completely understood (HYLDAHL and HUBAL, 2013). Several hypotheses have been
suggested to explain the etiology of this damage, but it is widely accepted that increased stress on myofibrils during
an eccentric exercise leads to distension and rupture of sarcomeres with consequent degradation of structural proteins
(CHOI, 2014). In addition, stretching of the sarcomeres causes damage to the membrane and to contractile muscle
tissues (FRIDEN e LIEBER, 2001; MORGAN e PROSKE, 2004; PROSKE e ALLEN, 2005). The inflammatory
process generated by these mechanisms facilitates the infiltration of inflammatory cells to the injured skeletal
muscle, with neutrophils and macrophages accumulation in the first hours after the exercise (JARVINEN et al.,
2005; TIDBALL, 2007; GREFTE et al., 2007).

Here, the applied EE protocol was able to cause muscle damage, as shown by the histological images 48h
after downhill running. Interestingly, results show for the first time that ibuprofen prevented exercise-related damage
to skeletal muscle 48h after an eccentric exercise. Thus, although some studies have shown negative effects of
ibuprofen on muscle damage (VELLA et al, 2016), data herein presented indicate the anti-inflammatory efficacy this
drug in reducing an acute exercise-induced damage (LIMA et al, 2015; MORELLI et al, 2017). On the opposite, Cr
supplementation was not able to alleviate the histological damage caused by the EE. Considering the data available
in the literature, there are many discrepancies regarding the effects of Cr on muscle injury induced by exercise (KIM
et al, 2015). Studies in different models have shown that Cr supplementation has not been able to protect muscle
from injury caused by exercise (RAWSON et al, 2001; McKINNON et al, 2012; SILVA et al, 2013). Still, other
studies have demonstrated positive effects of Cr on post-exercise muscle recovery (ROSENE et al, 2009; COOKE et
al., 2009; BASSIT et al., 2010; DEMINICE et al, 2013). These discrepancies may be related to the exercise intensity,
frequency and type of muscular contraction (MCARDLE, KATCH and KATCH, 2003). The eccentric exercise
applied in our study is known to cause muscle injury (ARMSTRONG, 1984; LIMA-CABELLO et al, 2010), which
may have directly injured muscle fibers during running (HYLDAHL and HUBAL, 2013). In addition, HPLC results
demonstrated that only 48h of supplementation were not enough to increase Cr levels in the muscle, a result which
may have contributed to Cr not exerting its protective characteristics to ameliorate histological damages caused by
the eccentric exercise. Although some studies have demonstrated a possible anti-inflammatory effect of Cr after
exercise (SANTOS et al, 2004; BASSIT et al, 2008), Cr is not a classic anti-inflammatory drug such as ibuprofen. In
addition, the few studies available in the literature indicate that Cr has been shown to exhibit discrete anti-
inflammatory abilities (KHANNA and TAHASHILDAR, 1985; NOMURA et al., 2003). Thus, our results suggest
that although Cr may present anti-inflammatory properties, these are not sufficient to protect skeletal muscles from
eccentric exercise-related damage.

Cr supplementation is widely used in sports to increase Cr muscle stocks and enhance exercise
performance, strength production, and also to accelerate energy metabolism and post-exercise recovery (PERSKY
and BRAZEAU, 2011). Most supplementation protocols use 20g of Cr for 5 days and maintenance of 3-5g on the
remaining days to obtain a significant increases in Cr muscle levels (CASEY and GREENHAFF, 2000). However,
few studies have used shorter periods of Cr supplementation to access a potential pharmacological role of this
compound on exercise recovery (HESPEL and DERAVE, 2007). Thus, our objective was to verify if Cr
supplementation was able to present positive effects on skeletal muscle damage 48h when administered after
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eccentric exercise. HPLC data showed that 48h of supplementation were not sufficient to alter muscle Cr levels (fig
3B), even though plasma levels were higher at this time. The ibuprofen group did not show any changes in these
parameters and there is a lack of data available in the literature regarding this subject. In addition, animals that
received ibuprofen did not alter IGF-1 levels in the analyzed times, a result in disagreement with those available in
the literature, which demonstrated that the use of anti-inflammatory drugs decreases IGF-1 levels (MIKKELSEN et
al, 2009). Regarding the Cr group, even with little supplementation time, animals presented higher levels of IGF-1
than the other groups. This is consistent with previous studies, as Cr supplementation has been shown to positively
influence IGF-1 levels (LOUIS et al, 2004; DELDICQUE et al., 2005). However, it is still to be elucidated if Cr is
interferes in the mechanisms surrounding the production of IGF-1 (BURKE et al, 2008). IGF-1 is produced in the
liver as a result of changes in growth hormone concentrations. Once produced, IGF-1 is able to stimulate protein
synthesis through the activation of the PI3-K/AKT/mTOR signaling pathway, which is an important pathway
responsible for inducing muscle hypertrophy (SCHIAFFINO et al, 2013). In addition, IGF-1 is known to stimulate
satellite cell activity, potentiating muscle regeneration stages by increasing the expression of MRFs, such as Myo-D
and Myf-6 (SCHIAFFINO et al, 2013). Thus, results herein found indicate that a short time of Cr supplementation
was effective to induce increases on IGF-1 levels, which positively influenced myogenic signaling.

Regarding PGE-2 analyzes, our results showed that eccentric exercise increased levels of this
inflammatory mediator in the CMC group at 48h. Again, animals that received ibuprofen did not show PGE-2
changes in comparison to the control group, confirming the protective role of NSAIDs in exercise-induced muscle
damage (SCHOENFELD et al, 2012). In relation to the Cr group, 24 h after downhill running the PGE-2 levels were
higher than control group. Nevertheless, 48h of Cr supplementation attenuated the increases on PGE-2 concentration,
maintaining the levels close to control and similar to the ibuprofen group, similarly to other studies (SANTOS et al,
2004; BASSIT et al, 2008). PGE-2 is a prostaglandin produced by COX enzymes during an inflammatory response
and regulates numerous processes of muscle adaptation to exercise (TRAPPE and LIU, 2013). Some studies have
demonstrated that under certain conditions PGs may provide a muscular anabolic environment (TRAPPE et al, 2001;
TRAPPE et al., 2002). However, it is recognized that high levels of PGE-2 may cause a decrease in muscle
regeneration processes (MACKEY, 2013). In this sense, after performing intense exercises, it is common for athletes
to use NSAIDs to reduce the inflammatory process and accelerate post-exercise recovery processes, thus allowing a
rapid return to training and competitions (KRENTZ et al., 2008). However, studies have also shown that the use of
NSAIDs post-exercise may have the ability to inhibit protein synthesis and interfere with adaptive muscle responses
to exercise (SCHOENFELD, 2012; MARKWORTH et al., 2014). Thus, it is possible to conclude that the
inflammatory process mediated by PGE-2 is necessary to cause muscle adaptation to exercise although supra-
physiological levels of this prostaglandin may delay, in at first, the muscle regeneration processes (TRAPPE and
LIU, 2013 MACKEY, 2013). Taken together, results from this study indicate that Cr supplementation was effective
to contain increases on PGE-2 levels after muscle damage induced by eccentric exercise, providing a balanced
environment to muscle regeneration processes.

In the last decades, some studies have suggested that Cr may perform other functions beyond its known

ergogenic properties (SESTILI et al., 2016). Olsen and coworkers demonstrated that Cr supplementation act as a
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mediator of satellite cell proliferation and differentiation (OLSEN et al, 2006). In the same context, Cr has been
shown to have positive effects on increased protein synthesis, myotube hypertrophy and increased MRFs, as well as
decreased post-exercise muscle catabolic signaling (WILLOUGHBY et al; 2003; LOUIS et al; 2004; DELDICQUE
et al; 2007; SAREMI et al., 2010). However, most studies have used a chronic supplementation protocol and few
studies have explored the acute effects of Cr (HESPEL and DERAVE, 2007). Thus, we decided to verify whether
acute supplementation with Cr could influence muscle regeneration markers after an eccentric exercise bout. As
expected, our data revealed that only the Cr influenced the protein content of myf-6 48h after the downhill running,
although it was not sufficient to alter the protein content of myo-d. In addition, it is important to note that ibuprofen
did not induce alterations in the levels of these proteins, which partially contradicts previous data (MARKWORTH
et al., 2014). Both Myf-6 and Myo-D proteins are known markers of muscle regeneration (ZANOU and GAILLY,
2013). After proliferation of satellite cells, the differentiation of myogenic precursor cells into myoblasts occurs, a
stage marked by increased expression of MRFs (LE GRAND and RUDNICKI, 2007). The terminal differentiation
process, in turn, is characterized by the fusion of the myoblasts to the formation of new myotubes, a stage in which
increased expression of he myf-6 occurs, as this myogenic factor is necessary for the hypertrophy of new muscle
fibers (LE GRAND and RUDNICKI, 2007). In our results, there was a significant increase of myf-6 in the Cr group
at 48h (fig 5C), which was not observed in myo-d. Considering the stages of myogenesis, it is possible to conclude
that analyzes done at 48h have been late for myo-d content, since this protein usually increases its expression in the
beginning of satellite cells differentiation. In addition, increased myf-6 levels at 48h in the Cr group confirm that the
final stage of the myoblast differentiation process is occurring (LE GRAND and RUDNICKI, 2007).

Currently, numerous athletes benefit from the use of Cr with the goal of improving muscle performance
and recovery (TARNOPOLSKY, 2010; COOPER et al, 2012). An accelerated recovery capability allows the athlete
to return to training or competition more quickly, thus increasing exercise performance (CONNOLLY et al, 2003;
BEMBEN and LAMONT, 2005). Thus, our objective was to verify if acute Cr supplementation after an eccentric
exercise bout would be able to improve the recovery of the animals, allowing a better performance in subsequent
tests. The results showed that there was no difference between groups in the grip and exhaustion tests. Regarding the
grip test, a plausible explanation to justify the results is that this test is performed using the elbow flexors
(BERTELLI and MIRA, 1995). There are many differences in muscular architecture of upper and lower limbs, and
the injury caused by eccentric exercise is much more prominent in the elbow flexors than in knee extensors (SAKA
et al, 2009). As for the results of the exhaustion test, these agree with previous literature, which indicates that
differences are mainly related to exercise training (ROSA et al, 2009). Regarding physical capacity, our data showed
that only the CMC group presented low performance compared to the other groups. There were no differences
between Cr and IBU groups in relation to the control group, demonstrating that both compounds were effective in
maintaining exercise performance in these animals, similar to previous studies (VOLEK and RAWSON, 2004,
TRAPPE and LIU, 2013, CLOSE et al, 2016, LIMA et al, 2015). In relation to Cr, similar results were obtained by
Deminice and coworkers which demonstrated that Cr supplementation reduce inflammatory markers post-sprints,
thus enabling an improvement in the participants' physical performance (DEMINICE et al., 2013). In addition, the
fact that Cr is a naturally occurring compound and does not present damaging side effects (PERSKY and RAWSON,
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2007) makes its use an interesting alternative to anti-inflammatory drugs since the constant use of NSAIDs may
present certain health risks (VAN WIJCK et al, 2012)

In conclusion, our study demonstrated that acute Cr supplementation after eccentric exercise was effective
to influence myogenic signaling through an increase in IGF-1 levels, which resulted on increased myf-6 expression.
In addition, Cr attenuated the increase on PGE-2 levels, presenting similar results to the ibuprofen group. Although
ibuprofen did not induce similar changes, both IBU and CR groups preserved exercise capacity in comparison to
CMC group. This indicates that post consumption of Cr might be an alternative pharmacological approach in acute
exercise scenarios, considering recovery was similar to ibuprofen. Even better, Cr supplementation triggered
mechanisms related to muscle regeneration, while ibuprofen did not. Thus, it seems that while ibuprofen enhanced
performance capacity through damage control, Cr may present similar benefits via accelerated muscle regeneration.
Taken together, our results demonstrate that acute supplementation with eccentric post-exercise Cr may have the
potential to influence myogenic signaling and ameliorate inflammatory control, which may contribute to improved
muscle recovery and subsequent exercise performance. However, other proteins associated with muscle myogenesis

should be studied to clarify the related mechanisms.
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4. DISCUSSAO

Pesquisas objetivando descobrir novas estratégias que possam melhorar o desempenho
fisico de atletas e, assim, aumentar o rendimento em treinos e competicGes tem recebido grande
interesse da comunidade cientifica nos Gltimos tempos. Inimeros novos compostos sdo estudados
a cada dia e os resultados mostram gque nem todos tem a capacidade de possibilitar uma melhora
no desempenho fisico (CLOSE et al, 2016). Nesse contexto, um conhecido composto tem
ganhado destaque. A Cr surgiu em 1835, descoberta por Chevreul, em um extrato de carne e
desde entdo tem demonstrado, através de estudos, capacidades ergogénicas através de sua a¢do no
metabolismo energético incidindo diretamente no desempenho fisico de atletas profissionais,
amadores e entusiastas (COOPER et al, 2012). Contudo, os ultimos estudos sobre os efeitos da Cr
no organismo tém revelado outras capacidades, indicando que esse composto pode atuar na
manutencdo da massa muscular, aumento da sinalizagdo miogénica e capacidade de influenciar
nos processos regenerativos musculares pds-exercicio (SESTILI et al, 2016). Dessa forma, no
presente estudo, nds procuramos investigar a influéncia da suplementacdo aguda com Cr nos
parametros de sinalizacdo miogénica apds lesdo muscular induzida por EE, bem como verificar a
capacidade de recuperacdo dos animais em posterior teste de desempenho fisico.

No presente estudo, o antiinflamatério ibuprofeno foi eficaz na reducdo dos danos teciduais
causados pelo exercicio excéntrico no musculo esquelético. Apesar de alguns estudos
apresentarem efeitos negativos do ibuprofeno sobre a lesdo muscular (VELLA et al, 2016),
nossos dados estdo de acordo com a eficacia desse antiinflamat6rio na diminuicdo da lesdo
muscular causada pelo exercicio fisico (LIMA et al, 2015; MORELLI et al, 2017).
Diferentemente, a suplementacdo com Cr ndo foi capaz de amenizar os danos musculares
causados pelo exercicio excéntrico. E possivel que o protocolo de exercicio excéntrico aplicado
em nosso estudo tenha causado lesdo diretamente as fibras musculares durante 0 movimento de
corrida (HYLDAHL e HUBAL, 2013), sendo dificil verificar uma possivel protecdo através de
suplementacdo com Cr. Além disso, os poucos estudos disponiveis na literatura demonstram que
a Cr apresenta discretas capacidades antiinflamatérias (KHANNA e TAHASHILDAR, 1985;
NOMURA et al, 2003). Assim, nossos resultados sugerem que, apesar da Cr apresentar pequenas
caracteristicas antiinflamatorias, essas ndo séo suficientes para proteger o musculo de uma leséo

induzida por exercicio excéntrico.
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A suplementacdo com Cr é normalmente utilizada no esporte com objetivo de aumentar os
estoques musculares de Cr e assim obter efeitos ergogénicos como melhoras no rendimento
fisico, aumento na producao de forca, aceleracdo do metabolismo energético e recuperacdo pos-
exercicio (PERSKY e BRAZEAU, 2011; COOPER et al, 2012). A maior parte dos protocolos de
suplementacdo administra 20g de Cr durante 5 dias e uma manutencao de 3-5g nos dias restantes
para obter um aumento significativo nos estoques musculares de Cr (CASEY e GREENHAFF,
2000). Entretanto, poucos estudos utilizaram periodos menores de suplementacdo (HESPEL e
DERAVE, 2007). Dessa forma, nosso objetivo foi verificar se a Cr seria capaz de apresentar
efeitos positivos sobre 0 masculo esquelético em apenas 48h de suplementac&o.

Nossos resultados mostraram que 48h de suplementacdo ndo foram suficientes para alterar
0s niveis de Cr muscular, mesmo com niveis mais elevados de Cr plasmatica no mesmo tempo de
analise. Por outro lado, o antiinflamatorio ibuprofeno ndo causou quaisquer alteracGes nesses
parametros. Além disso, 0s animais que receberam ibuprofeno ndo tiveram alterados os niveis de
IGF-1 apds a corrida, diferentemente de estudo prévio que demonstrou que o uso de
antiinflamatérios diminui os niveis de IGF-1 pds-exercicio (MIKKELSEN et al; 2009). Com
relacdo ao grupo Cr, os animais apresentaram niveis maiores de IGF-1 que os demais grupos.
Considerando os estudos disponiveis na literatura, nossos resultados estdo de acordo com aqueles
que demonstram que a suplementacdo com Cr é capaz de influenciar positivamente os niveis de
IGF-1 no musculo esquelético (LOUIS et al, 2004; DELDICQUE et al, 2005). Entretanto,
permanece a ser elucidado como a Cr € capaz de intervir nos mecanismos associados a producao
de IGF-1 (BURKE et al, 2008). O IGF-1 é produzido no figado em decorréncia das alteracdes nas
concentragdes do hormonio do Crescimento (GH). Uma vez produzido, IGF-1 pode estimular a
atividade de células satélites, potencializando as etapas de regeneracdo muscular através de um
aumento da expressdo dos MRFs, como myo-D e myf-6 (SCHIAFFINO et al, 2013). Assim, com
base em nossos resultados, podemos concluir que a suplementacdo com Cr foi eficaz em induzir
um aumento nos niveis de IGF-1, efeito o qual pode ter influenciado positivamente o0s
marcadores de sinalizagcdo miogénica.

A PGE-2 é uma prostaglandina produzida a partir das ciclooxigenases (COX) durante uma
resposta inflamatoria, e regula inimeros processos de adaptacdo dos musculos esqueléticos ao
exercicio fisico (TRAPPE and LIU, 2013). Alguns estudos demonstraram que em determinadas
condicgdes as PGs podem propiciar um ambiente anabdlico no tecido muscular (TRAPPE et al,
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2001; TRAPPE et al, 2002), muito embora sabia-se altos niveis de PGE-2 estdo associados a uma
diminuigdo nos processos de regeneracdo muscular (MACKEY, 2013). No presente estudo, as
analises de PGE-2 pds-exercicio revelaram que esse mediador inflamatorio aumentou no grupo
CMC em 48h. Ja os animais que receberam ibuprofeno ndo apresentaram quaisquer alteracdes
sobre esse marcador em relacdo ao grupo controle. Esses resultados confirmam estudos prévios
que demonstram o papel protetor dos anti-inflamatérios na lesdo muscular induzida por exercicio
fisico (SCHOENFELD et al, 2012). Em relacdo ao grupo Cr, nossos dados indicam que 48h de
suplementacdo com Cr amenizaram o aumento de PGE-2 no mdusculo esquelético, similar a
estudos prévios (SANTOS et al, 2004; BASSIT et al, 2008). Dessa forma, nossos resultados
sugerem que a suplementacdo com Cr pode apresentar propriedades antiinflamatérias apds a
lesdo muscular induzida por exercicio excéntrico, facilitando o processo de recuperacdo do
musculo esquelético.

Nas ultimas décadas, estudos tém sugerido que a Cr pode apresentar efeitos tréficos no
musculo esquelético (SESTILI et al; 2016), aumentando a sintese de proteinas, hipertrofia de
miotubos, aumento na expressdo de MRFs, bem como diminuicdo da sinalizacdo catabolica
muscular pos-exercicio (WILLOUGHBY et al; 2003; LOUIS et al; 2004; DELDICQUE et al;
2007; SAREMI et al; 2010). Contudo, a maioria dos estudos realizados utilizaram protocolos
cronicos de suplementacdo de Cr (HESPEL e DERAVE, 2007). Dessa forma, faz-se importante
verificar se a suplementacdo aguda com Cr é capaz de influenciar marcadores de regeneracdo
muscular apds um exercicio excéntrico. Nossos dados revelaram que a suplementacdo de Cr
aumentou do conteudo proteico de myf-6 48h apds a corrida. Ao contrario, a administracdo de
ibuprofeno néo alterou os niveis dessas proteinas, discordando de dados encontrados na literatura
(MARKWORTH et al; 2014). Dessa forma, o uso de ibuprofeno pos-exercicio excéntrico pode
ndo influenciar negativamente no conteddo dessas proteinas.

Ambas proteinas Myf-6 e Myo-D sdo conhecidos marcadores de regeneracdo muscular
(ZANOU e GAILLY, 2013). Apos a proliferacdo das células satélites, ocorre a diferenciacdo das
células precursoras miogénicas em mioblastos, fase inicial esta marcada pelo aumento da
expressdo dos MRFs, principalmente de Myo-D (LE GRAND e RUDNICKI, 2007). O processo
de diferenciacdo terminal, por sua vez, é caracterizado pela fusdo dos mioblastos para a formagédo
de novos miotubos, o que ocorre concomitantemente com aumentos na expressdo da proteina

myf-6, necessaria para a hipertrofia de novas fibras musculares (LE GRAND e RUDNICKI,
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2007). Assim, nossos resultados demonstram que a suplementagdo com Cr pode influenciar
positivamente nos processos de regeneracdo muscular, potenciando o processo de recuperagao
poOs-exercicio.

Uma acelerada capacidade de recuperacdo do tecido muscular lesionado permite ao atleta
voltar aos treinos ou competi¢cdes mais rapidamente, aumentando seu desepenho com o passar do
tempo (CONNOLLY et al, 2003; BEMBEM e LAMONT, 2005). Nesse sentido, nds decidimos
verificar se apos a realizacdo de uma sessdo aguda de exercicio excéntrico a suplementacédo com
Cr seria capacidade de melhorar a recuperacdo dos animais e permitir um melhor desempenho
fisico. Nos testes de forca e corrida de exaustdo ndo houve diferenca entre 0s grupos. Ja no teste
de capacidade de corrida, o grupo CMC apresentou baixo rendimento em comparagdo aos outros
grupos. Nao houve diferencas entre os grupos Cr e IBU em relacdo ao controle. Esses resultados
sugerem que ambos compostos Cr e Ibuprofeno foram eficazes na manutencdo do rendimento
fisico dos animais, acelerando o0s processos de recuperagdo muscular e possibilitando a
manutenc¢do do desempenho fisico.

Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que a suplementacdo aguda com Cr modulou a
sinalizacdo miogénica através de um aumento nos niveis de IGF-1 e myf-6, eventos que podem
estar relacionados com a manutencdo do desempenho fisico no teste de capacidade fisica. Além
disso, a Cr foi capaz de amenizar o aumento dos niveis de PGE-2, apresentando resultados
similares ao antiinflamatdrio ibuprofeno. Surpreendentemente, até os dias atuais poucos estudos
verificaram os efeitos agudos da Cr pos-exercicios, assim como verificar seus efeitos
antiinflamatdrios no exercicio fisico. Assim, considerando o fato de que Cr é um composto de
ocorréncia natural e ndo apresenta efeitos colaterais (PERSKY e RAWSON, 2007), seu uso como
suplemento em ambientes esportivos torne-se uma alternativa interessante aos medicamentos
antiinflamatdrios, uma vez que o uso constante de AINES pode apresentar certos riscos para a
saude (VAN WIJCK Et al, 2012).
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

1) O exercicio excéntrico causou lesdo muscular, como visto através de imagens
histoldgicas do musculo séleo. Além disso, esse resultado coincidiu com os altos niveis de PGE-2
do grupo CMC ap06s 48h do fim do protocolo. Ambos os resultados podem ter contribuido para o

baixo rendimento fisico dos animais no teste de desempenho fisico;

2) O anti-inflamatério lbuprofeno protegeu os animais contra a lesdéo muscular causada
por exercicio excéntrico e atenuou o aumento de PGE-2, confirmando os estudos que indicam

suas acdes protetoras;

3) A suplementagdo com Cr ndo foi capaz de amenizar os danos musculares causados

pelo exercicio excéntrico.

4) Apesar do tempo de suplementacdo ndo ter alterado os niveis de Cr muscular, foi
possivel verificar um aumento nos niveis de IGF-1 24h ap0s exercicio excéntrico, confirmando
estudos anteriores que demonstram que Cr é capaz de influenciar esse parametro. O mesmo nao
foi visto nos grupos CMC e Ibuprofeno. Em relacdo ao Ibuprofeno, nossos dados ndo coincidem
com resultados de estudos anteriores que demonstram que esse anti-inflamatério é capaz de

diminuir os niveis de IGF-1 p6s-exercicio;

5) Embora alguns estudos tenham demonstrado que a Cr apresenta discretas
propriedades anti-inflamatdrias, nossos resultados mostraram que a suplementacdo com esse
composto foi eficaz em amenizar o aumento dos niveis de PGE-2 48h ap0s exercicio excentrico,
mantendo os niveis desse mediador inflamatdrio préximo aos niveis do controle e similiar ao

grupo lbuprofeno;

6) Em relacdo aos marcadores de sinalizagdo miogénica, nossos resultados mostraram

que apenas a suplementacdo com Cr foi capaz de aumentar os niveis de Myf-6 48h pos-exercicio
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excéntrico, resultado diferente dos niveis de Myo-D. Dessa forma, podemos concluir que a
suplementacdo com Cr pode ter a capacidade de influenciar na sinalizagdo miogénica e contribuir

para 0s processos de regeneracdo muscular apos lesdo causada por exercicio excéntrico;

7) Os resultados dos marcadores de sinalizagdo miogénica também revelaram que a
utilizacdo do anti-inflamatdrio lbuprofeno pds-exercicio excéntrico ndo alterou o conteudo
protéico de Myf-6 e Myo-D, discordando de resultados encontrado na literatura, os quais
demonstraram que a utilizacdo de AINEs pos-exercicios pode interferir nos processos naturais de

adaptacao do musculo esquelético ao exercicio fisico;

8) Ambos compostos foram efetivos em manter o rendimento fisico dos animais no teste
de desempenho em corrida, embora parecam atuar por vias diferentes. Aparentemente, Cr modula
processos de regeneracdo muscular, enquanto ibuprofeno minimiza mecanismos de leséo
muscular. Diante disso, pode-se concluir que ambos compostos favorecem o desempenho fisico

dos animais, embora 0s mecanismos associados sejam distintos.
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6. CONCLUSAO FINAL

Nosso estudo demonstrou que a suplementacdo com Cr apds exercicio excéntrico foi
efetiva para influenciar a sinalizagdo miogénica atraves de um aumento nos niveis de IGF-1, o
qual resultou em um aumento na expressdo de myf-6. Além disso, Cr atenuou 0 aumento nos
niveis de PGE-2, apresentando resultados semelhantes ao grupo ibuprofeno. Embora o
ibuprofeno ndo tenha induzido mudangas semelhantes, ambos compostos IBU e CR preservaram
a capacidade de exercicio em comparagdo com o grupo CMC. Assim, embora o ibuprofeno tenha
melhorado a capacidade de desempenho através do controle da lesdo muscular, a Cr pode
apresentar beneficios similares através da aceleracdo da regeneracdo muscular. Dessa forma, o
consumo posterior de Cr pode ser uma abordagem farmacoldgica alternativa em cenérios de
exercicios agudos, considerando que a recuperacdo foi semelhante a um antiinflamatorio classico.
Em conjunto, nossos resultados demonstram que a suplementagdo aguda com Cr apds o exercicio
excéntrico pode ter o potencial de influenciar a sinalizacdo miogénica e melhorar o controle
inflamatdrio, o que pode contribuir para melhorar a recuperacao muscular e o desempenho fisico

em subsequentes exercicios.
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7. ANEXO |
7.1 TRABALHO EM ANDAMENTO

Como discutido anteriormente, a sinalizacdo miogénica tem seu inicio apds um estimulo
lesivo, que pode ocorrer durante uma pratica esportiva ou apos certos tipos de contragdes, como a
contracdo excéntrica (JARVINEN, 2005; RYALL et al., 2010). Em um primeiro momento, o
aumento da sinalizacdo catabolica muscular pds-exercicio acaba inibindo a via de sinalizacdo
AKT/mTOR, principal via responsavel por comandar 0s processos de regeneracdo muscular e
induzir a hipertrofia por meio da ativacao de sintese protéica (SCHIAFFINO et al, 2013). Dessa
forma, a inibicdo momenténea da via de sintese protéica contribui para o atraso nos processos
regenerativos musculares apos um exercicio fisico (MARCOTTE et al; 2015).

Neste contexto, tem-se especulado que a Cr pode aumentar o estado de fosforilagéo das
proteinas AKT/mTOR, agindo como um molécula co-ativadora, ampliando a sinalizagdo
miogénica e acelerando 0s processos de regeneracdo muscular e recuperacdo pos-exercicio
(GUALANO et al; 2010b). Estudos in vivo e in vitro tem demonstrado que a Cr apresenta efeitos
positivos no aumento da sintese de proteinas atuando sobre a via AKT/mTOR (DELDICQUE et
al; 2007). Essa acdo estimula a hipertrofia de miotubos (LOUIS et al; 2004), bem como auxilia na
diminuicdo da sinalizacdo catabolica muscular pds-exercicio (SAREMI et al; 2010). Ainda, sabe-
se que a Cr pode influenciar a expressao de outros genes responsaveis pelos processos de sintese
e regeneracdo muscular (SAFDAR et al, 2008). Mais recentemente, um estudo in vitro realizado
por Mobley e colaboradores verificou que a Cr foi capaz de prevenir a atrofia de miotubos
induzida por miostatina (MOBLEY et al, 2014).

Diante do exposto, essa memoria escrita descreve parte dos objetivos primeiramente
tracados para esse projeto. Neste sentido, 0s proximos passos serdo analisar se a suplementacao
com Cr modula a via akt/mTOR 48h ap0s uma sessdo de exercicio excéntrico. Para tanto,
tambem serd medida a concentragédo final de miosina de cadeia pesada (MyHC), produto final da
rota (figura 1). Devido a inimeras dificuldades ao longo do estudo, essas analises ndo puderam
ser apresentadas na presente memoria. Contudo, tais ensaios estdo em processo de padronizagéo e

serdo apresentados futuramente em forma de artigo cientifico.
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ERCICIO EXCENTRICO
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Esquema 1. O exercicio excéntrico causa uma lesdao na membrana muscular (1), o qual gera um
posterior processo inflamatorio com a infiltracdo de leucdcito ao musculo (2) (SETA AZUL).

Horas/Dias ap6s o insulto, ocorre um aumento natural na sinali

zacdo protéica, atraves da via

AKT/mTOR (3) (SETA AZUL), resultando em um aumento na sintese de proteinas contrateis,
como a Miosina de Cadeia Pesada (MyHC) e regenerando a area muscular lesada (4). Com a
suplementacdo de Creatina apos a lesdo muscular causado por EE (5), espera-se que 0 processo
inflamatorio seja diminuido (6) (SETA VERMELHA) pela possivel acdo antiinflamatéria da Cr.
Além disso, espera-se que a Cr aja como uma molécula co-ativadora, ampliando a sinalizacdo
proteica da via AKT/mTOR (7) (SETA VERMELHA) e potencializando a sintese de proteinas

contréteis e regeneracdo muscular (8).
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