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Resumo

0O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo de creatina associada ou néo ao treina-
mento de forca sobre a peroxidacdo lipidica em mulheres idosas. Foi conduzido um estudo clinico, rando-
mizado, duplo-cego e controlado por placebo, no qual mulheres idosas foram randomizadas para compor
quatro grupos: 1) suplementagdo com placebo (PL; n = 10); 2) suplementagio com creatina (CR; n = 10);
3) suplementacdo com placebo associado ao treinamento de forca (PL+TR; n = 6); e 4) suplementacéo
com creatina associado ao treinamento de forca (CR+TR; n = 8). Antes (PRE) e apos 24 semanas (POS) de
intervencao, foram coletadas amostras de sangue para posterior analise das concentracoes plasmaticas de
hidroperdxidos lipidicos por espectrofotometria. Nenhuma diferenca estatistica foi observada na concen-
tracdo de hidroperdxidos lipidicos entre os grupos (PL: PRE = 48,7 + 36,9; POS = 29,3 + 18,8; delta=-13,0
+ 26,8; CR: PRE = 51,0 + 46,0; POS = 54,2 + 51,6; delta = -8,6 + 30,2; PL+TR: PRE = 33,0 + 11,2; POS =
473 +31,6; A =143 + 39,2; CR+TR: PRE= 18,5 + 10,1; POS = 28,1 + 17,9; delta = 9,7 + 16,4 pmol.mg™'
de proteina total; p = 0,17). A suplementacio de creatina associada ou ndo ao treinamento de forca néo
afetou a peroxidacao lipidica, um importante marcador de estresse oxidativo no plasma, em mulheres idosas.

PaLavras-cHAve: Estresse oxidativo; Radicas livres; Nutricdo; Exercicio fisico; Envelhecimento.

Introducao

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sio
capazes de oxidar componentes celulares essenciais
como as proteinas, os nucleotideos, os lipidios e,

décadas que o proprio processo de envelhecimento

vem sendo diretamente relacionado a esse quadro®°.

As EROs siao encontradas em todos sistemas

principalmente, os dcidos graxos poli-insaturados.
Consequentemente, essa reagdo com os 4cidos
graxos poli-insaturados presentes nas membranas e
nas lipoproteinas inicia um processo em cadeia de-
nominado peroxidacao lipidica'. O aumento desse
processo pode ser resultado do estresse oxidativo
exacerbado, estando associado ao surgimento de
diversas doengas cronicas, como as neurodegenerati-
vas, as cardiovasculares e o cAncer®”. Além disso, hd

biolégicos, sendo que o peréxido de hidrogénio (H,O,)
merece destaque por ser um metabdlito relativamente
estdvel e capaz de atravessar camadas lipidicas, reagindo
com diversos alvos, como a membrana eritrocitdria ou
proteinas ligadas ao ferro®!'. Como defesa a essa reacio,
as células apresentaram mecanismos antioxidantes
capazes de prevenir ou limitar os danos intracelulares.
Dentre eles, destacam-se as enzimas que inativam os
perdxidos e as proteinas capazes de remover os metais
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de transi¢do (ex: ferro)'. Dessa forma, estratégias
nao farmacoldgicas capazes de aumentar a defesa
antioxidante do organismo passam a ser de grande
interesse cientifico e aplicaco clinica.

Recentes evidéncias indicam que a suplementagio
de creatina (4cido ai-metil guanidino acético) apresenta
efeitos terapéuticos em doengas nas quais o estresse
oxidativo exacerbado exerce um papel importante (ex:
doenca de Huntington e doenca de Parkinson)'**. De
fato, esses efeitos antioxidantes parecem ser resultados
de adaptagdes diretas e/ou indiretas a suplementagao
desse nutriente. Experimentos conduzidos “in vitro”,
por exemplo, demonstraram que a adi¢ao de creatina
em diferentes culturas de células ocasionou efeitos
citoprotetores ante a insultos oxidantes como o H O, .
Em adi¢io, real¢a-se a hipdtese de que a creatina possa
atenuar a formacio das EROs “indiretamente”, através
de seu acoplamento a adenosina trifosfato (ATP)
dentro da mitocondria. Esse acoplamento resultaria,
em ultima andlise, em uma melhor respiracio
mitocondrial e reduco da energia livre necessdria para
a sintese de ATP, diminuindo a liberagao de elétrons
para a formagao das EROs".

Outra estratégia nao farmacolégica potencial-
mente capaz de inibir a formac¢io de EROs ¢ o
treinamento fisico. E bem estabelecido que o treina-
mento fisico aerébio produz importantes adaptagoes

Método

Amostra e desenho experimental

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Direto-
ria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (Protocolo
de Pesquisa n° 0472/10). Os resultados apresenta-
dos aqui fazem parte de um estudo clinico maior
cadastrado no clinicaltrials.gov (NCT01164020) e
desenvolvido entre fevereiro de 2011 e dezembro de
2012, em Sao Paulo, Brasil. Todos os sujeitos foram
informados sobre os riscos envolvidos antes de assi-
narem o termo de consentimento livre e esclarecido.

Foi conduzido um estudo clinico, randomizado,
duplo-cego e controlado por placebo, cujo objetivo
central foi avaliar a funcio cognitiva em mulheres
idosas””. Com o intuito de testar a hipdtese de
que as interven¢oes propostas poderiam modular
as concentragdes plasmdticas de hidroperdxidos
lipidicos, foi selecionada uma subamostra de 36
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morfofuncionais e biomoleculares no organismo,
podendo atenuar ou até mesmo reverter diferentes
quadros patoldgicos''. Dentre essas adaptacoes,
ressalta-se uma diminuigio da produgio de EROs
e/ou um aumento da defesa antioxidante total'>*.
Interessantemente, o treinamento de forga parece
ocasionar adaptagoes antioxidantes similares ao
treinamento fisico aerébio®. CAKIR-ATABEK et
al.” demonstraram que apds seis semanas de dois
diferentes programas de treinamento de for¢a (mo-
derada ou alta intensidade) houve uma reducao das
concentragoes sanguineas de malondialdeido asso-
ciado a um aumento nas concentragoes sanguineas
de glutationa em jovens. Esses resultados sugerem
o aumento da defesa antioxidante do organismo em
resposta ao treinamento de forga.

A combinagio da suplementagao de creatina com
o treinamento de for¢a parece ser uma estratégia
efetiva em combater a perda de massa muscular e o
declinio de qualidade de vida na populagio idosa®.
Entretanto, a influéncia dessa combinac¢io sobre
outros parAmetros fisioldgicos e funcionais ainda foi
pouco explorada. Portanto, o objetivo desse estudo
foi avaliar a agdo da suplementagio de creatina
associada ou nio ao treinamento de forca sobre a
peroxidagao lipidica, um importante marcador de
estresse oxidativo, em mulheres idosas.

voluntdrias. Antes da intervencio, todas as voluntdrias
passaram por avaliagio médica e teste ergométrico.
Os critérios de exclusio foram: presenca de doengas
cronicas (ex: cardiovasculares, osteomiarticulares,
metabdlicas, psiquidtricas, enddcrinas) e tabagismo.
Todas as voluntirias nio eram usudrias de creatina e
nio participavam de nenhum programa de atividade
fisica regular h4, pelo menos, um ano.

As voluntdrias foram aleatoriamente alocadas
para compor um dos quatro grupos experimentais,
a saber: 1) suplementagio com placebo (PL; n =
10); 2) suplementagao com creatina (CR; n = 10);
3) suplementagio com placebo associado ao treina-
mento de for¢a (PL+TR; n = 8); e 4) suplementagio
com creatina associado ao treinamento de forca
(CR+TR; n = 8). Antes (PRE) e apés 24 semanas
(POS) de intervengao, 72 horas apds a tltima sessao
de treinamento (para os grupos PL+TR e CR+TR),
foram coletadas amostras de sangue da veia antecu-
bital em tubo contendo EDTA. As amostras foram



centrifugadas e o plasma foi armazenado para pos-
terior andlise das concentracoes de hidroperdxidos
lipidicos. As voluntdrias estavam de jejum noturno

Efeito da suplementacao de creatina

(-12 h) e ficaram em situagao de repouso durante
pelo menos 30 minutos antes da coleta de sangue.

A FIGURA 1 ilustra o desenho experimental.

| Suplementacao de creatina ou placebo associado ou nao ao TF|

24 semanas

I

Coletade Sangue

|

Coletade Sangue

Peroxidacéo Lipidica

FIGURA 1 - Desenho experimental.
Suplementacao de creatina

Os grupos CR e CR + TR receberam quatro doses
didrias de 5 g de creatina monohidratada durante
cinco dias. Apés esse periodo, foram ministradas uma
dose didria de 5 g de creatina até o final do estudo.
Os grupos PL e PL + TR receberam as mesmas doses
de dextrose (placebo). Para manter o vendamento
do estudo, uma nutricionista ficou responsével por
codificar os suplementos, sendo que nem os pesqui-
sadores nem as voluntdrias sabiam qual suplemento
estava sendo ingerido. Os grupos foram revelados
apenas ao final das andlises estatisticas.

Treinamento de forca

O treinamento de forca foi ministrado duas vezes
por semana. Cada sess3o consistiu de trés séries de
12 a 15 repeti¢des miximas (RM) para sete exerci-
cios de forga, a saber: supino, “leg press”, puxador
costas, remada, cadeira extensora, agachamento e
abdominais. Foi permitido um descanso de um
minuto entre cada série. Na primeira semana de
treinamento, as cargas utilizadas foram submaximas
no intuito de propiciar melhor aprendizagem da
execugao dos exercicios. A partir da segunda semana,
a progressao das cargas foi realizada sempre que a
voluntdria conseguia realizar mais de 15 RM em
duas sessoes de treino consecutivas.

Peroxidacao lipidica

Os hidroperéxidos lipidicos sio produtos prima-
rios da peroxidagao dos dcidos graxos poliinsatura-
dos. A avaliagio da concentragao de hidroperéxidos
em amostras bioldgicas utiliza o alaranjado de
xilenol. Este método baseia-se no principio de que
os hidroperéxidos oxidam ferro IT a ferro II1, o qual
reage com o alaranjado de xilenol, produzindo um
croméforo que tem absorgao mdxima em 560 nm *.

A quantifica¢io de hidroperéxidos lipidicos totais
foi realizada no plasma das voluntérias por espectro-
fotometria. Em uma aliquota de 100 uL do plasma,
as proteinas foram precipitadas com 4cido tricloroa-
cético (10%) e centrifugadas (12.000 g durante 15
min a 4 °C). Em seguida, o sobrenadante de cada
amostra foi pipetado em uma placa de 96 wells em
triplicata (20 uL em cada pogo). Foi adicionado 180
uL do reagente FOX (1mM sulfato de ferro; 250
mM H SO,; 1 mM alaranjado de xilenol; e H,O
destilada) em cada poco e incubado protegido de
luz em temperatura ambiente por 30 min. A absor-
bancia da amostra foi lida em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 560 nm. Os resultados
foram normalizados para as concentragoes de pro-
tefnas realizadas pelo método Bradford na mesma
amostra de plasma®. Portanto, os resultados de
hidroperéxidos lipidicos estao expressos em pmol.
mg"' de proteina total.
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Analise estatistica

Foram calculados escores delta (A; POS - PRE)
para os valores de hidroperdxidos lipidicos e, em
seguida, foi aplicada ANOVA para um fator para a

comparagio entre os grupos. Além disso, para testar

Resultados

Duas pacientes do grupo PL + TR se retiraram do
estudo por motivos pessoais e recusaram a realizar
os testes no periodo POS. Portanto, 34 voluntdrias
foram analisadas nesse estudo (PL = 10, CR = 10,
PL + TR = 6, CR+TR = 8). Dentre essa amostra,
seis (60%), sete (70%), trés (50%) e cinco (62,5%)
voluntdrias, dos grupos PL, CR, PL+TR e CR+TR,
respectivamente, foram capazes de identificar o suple-
mento que estavam ingerindo, sendo que nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre os grupos (p
= 0,70). Todas as voluntdrias autorreportam seguir
adequadamente o protocolo de suplementagio.

16 « Rev Bras Educ Fis Esporte, (Sao Paulo) 2014 Jan-Mar; 28(1):13-21

o vendamento do estudo, foi aplicado o teste de Qui-
Quadrado ()(?) para avaliar a propor¢ao de voluntdrias
entre os grupos que acertaram o suplemento ingerido.

Foi adotado o valor de p < 0,05 para se rejeitar
a hipétese nula. Os resultados sao expressos como
média + desvio padrao.

Nenhuma diferenca estatistica foi observada para
o consumo alimentar entre os grupos (p > 0,05 para
todas as varidveis; TABELA 1).

Como demonstrado na FIGURA 2, nenhuma
diferenca estatistica foi observada na concentragio
de hidroperéxidos lipidicos entre os quatro grupos
experimentais (PL: PRE = 48,7 + 36,9; POS = 29,3
+18,8; A=-13,0 +26,8; CR: PRE = 51,0 + 46,0;
POS = 54,2 + 51,6; A = -8,6 + 30,2; PL+TR: PRE
=33,0+11,2;POS=47,3 +31,6; A = 14,3 + 39,2;
CR+TR: PRE=18,5+10,1; POS=28,1£17,9; A
=9,7 + 16,4 pmol.mg™ de proteina total; p = 0,17).
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TABELA 1 - Consumo alimentar antes (PRE) e apos (POS) as intervencoes.

PL(n=9) CR (n=10) PL+TR (n=6) CR+TR (n=7)

Variavel

PRE POS A PRE POS A PRE POS A PRE POS A p

Energia total

1496 £ 179 1599 +286 103 +316 1245+332 1288 +380 43 +206 1330 +368 1172 +388 -158+174 1411 +250 1469 +532 57 +371 0,35

(keal)

grb‘)idratos 20432 221+51 17+35  161+53 15945 2426  176+66  152+52  -25+43 19151 200+100  8+69 0,33
gz;b‘)idmms 55+ 8 55+ 11 19 52+ 11 50+ 6 2+8 52+ 10 5244 119 5416 52+9 1:8 0,89
fgr)‘“eina 63+ 16 67 20 4+22 52+ 17 62+ 22 10 + 14 54+ 17 50+ 8 5415 53112 55+ 18 2+22 048
f(;(‘:)te"“a 17 + 4 17+5 0+4 16+2 19+3 3:+3 16+2 18+5 245 15+3 15+ 4 0+4 0,30
(L;)P"di“ 48:15  50+16  2+19 4416 4616 2+13  45:17  4l1s21  -4+16  49:7  S0+11 256 084
t;%fdios 28+7 28+7 118 3259 3256 0:7 31510 30+8 119 3144 3257 1+7 095

Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos.

BUNBIID 9p opdejuouwro[dns ep 031
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Nenhuma diferenca
estatistica foi obser-
vada entre os quatro
grupos experimentais
(p=0,17).
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FIGURA 2 - Delta absoluto (A) para as concentracoes plasmaticas de hidropero6xidos lipidicos antes e apds 24

semanas de intervencao.

Discussao

O objetivo do presente estudo foi avaliar a con-
centragdo plasmdtica de hidroperéxidos lipidicos,
um importante marcador de estresse oxidativo,
em mulheres idosas submetidas a um protocolo
cronico de suplementagio de creatina aliado ou
nao ao treinamento de for¢a. Nossos achados nao
corroboram a hipdtese de que essas intervencoes
possam ser capazes de modular o balango redox
durante o processo de envelhecimento, uma vez que
nao foram encontradas diferencas na peroxidagio
lipidica plasmdtica entre os grupos experimentais.

Sabe-se que a creatina tem como papel central a pro-
viso rdpida de energia (via grupo N- fosforil), através
de reacio catalizada pela enzima creatina quinase. Além
disso, a creatina é responsével pela transferéncia de ener-
gia da mitocondria para o citosol, especialmente em
tecidos de alta demanda energética, como o musculo
esquelético e o cérebro®. Evidéncias sugerem que um
possivel mecanismo pelo qual a suplementagio de crea-
tina promove beneficios clinicos em miopatias e doen-
cas neurodegenerativas envolve a atenuagao do estresse
oxidativo, via acio antioxidante direta e indireta'*!>3!,
Contudo, no presente estudo, o grupo suplementado
com creatina nio apresentou nenhuma redu¢io nas
concentragoes de hidroperéxidos lipidicos plasméticos
quando comparado ao grupo suplementado com pla-
cebo. Ao encontro desses achados, nosso grupo bem
como outros nio encontram efeitos benéficos desse
suplemento em indicadores de estresse oxidativo em
modelos animais. Apds nove semanas de suplementa-
40, ndo foram observadas diferencas na peroxidagao
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lipidica no musculo esquelético, no coragio, no vaso
e no plasma em ratos espontaneamente hipertensos®.
Sirva et al.” suplementaram ratos com creatina por
duas semanas e submeteram os animais a uma sessao
de exercicio em esteira declinada até a exaustdo. Os au-
tores também nao observaram diferencas na produgao
de superé6xido, nos niveis de espécies reativas ao 4cido
tiobarbittrico (TBARS), e na atividade das enzimas
superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase
no musculo quadriceps dos animais suplementados
com creatina quando comparados aos animais suple-
mentados com solugo salina, indicando que a ingestao
de creatina nao modula o estresse oxidativo apds um
exercicio de acio excéntrica’. Estudos em humanos
também corroboram os presentes achados. KINGSLEY et
al.*%, por exemplo, suplementaram com creatina jovens
fisicamente ativos durante uma semana e avaliaram
diversos marcadores plasmaticos de estresse oxidativo
(incluindo a peroxidagio lipidica) antes, logo apds e 24
hapés uma sessao de exercicio fisico em cicloergdbmetro
até a exaustdo. A suplementacio nao alterou a con-
centragao de hidroperéxidos lipidicos, a resisténcia do
LDL ao estresse oxidativo e as concentragoes de diversas
substAncias antioxidantes ndo enzimdticas como, por
exemplo, o B-caroteno e a vitamina C?.

Portanto, a despeito dos promissores achados em
cultura de células, a suplementagao de creatina per se
parece nao influenciar no balango redox em ratos ou
humanos, hipétese reforcada pelo presente estudo'*?'.

Em contrapartida, Ranmvr et al.
uma atenuacio da excrecio urindria de 8-OHdG e

observaram



da concentragio plasmdtica de malondialdeido em
individuos praticantes de treinamento de forga apés
sete dias de suplementagio de creatina, sugerindo que
a associagdo da suplementacio de creatina ao treina-
mento de forca possa apresentar efeitos sinérgicos sobre
o estresse oxidativo. Em nosso estudo, entretanto,
também nio encontramos nenhuma diferenca na
peroxidacio lipidica apés a suplementagao de creatina
associada ao treinamento de for¢a. Em divergéncia aos
nossos achados, PERCARIO et al.* avaliaram jovens que
praticavam treinamento de forca regularmente (atletas
de handebol) e, ao contririo do esperado, observaram
uma diminui¢io da capacidade antioxidante total apds
a suplementagao de creatina. Portanto, os resultados
contraditérios na literatura reforcam a necessidade de
se explorar mais profundamente o papel desse nutrien-
te sobre o estresse oxidativo em humanos.

Por fim, é importante salientar que o treinamento
de forga isolado também nao exerceu efeitos positi-
vos no presente estudo. Em contrapartida, CAKIR-
ATABEK et al.” observaram que, apds seis semanas
de treinamento de forca, houve uma reducio das
concentragoes sanguineas de malondialdeido asso-
ciado a um aumento nas concentragdes sanguineas
de glutationa, sugerindo um aumento da defesa
antioxidante do organismo em resposta a esse tipo
de treinamento. Possivelmente, as diferencas nos
protocolos de treinamento, nos marcadores de
estresse oxidativo utilizados e, principalmente, nas
populagoes estudadas, podem explicar os resultados

Abstract
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divergente. A esse propésito, cabe destacar que,
enquanto CAKIR-ATABEK et al.” estudaram homens
jovens, nosso estudo foi composto por mulheres ido-
sas, sendo plausivel especular que o treinamento de
forca tenha seus efeitos benéficos limitados em con-
digoes especificas, como no envelhecimento. Novos
estudos que busquem avaliar diferentes intensidades
de treinamento de for¢a sobre marcadores de estresse
oxidativo em idosos também se fazem necessdrios.

O presente estudo apresenta limitagdes que devem
ser consideradas. Primeiramente, embora tenha sido
avaliado o consumo alimentar de macronutrientes,
nio avaliamos a ingestdo de outras substincias an-
tioxidantes (ex: vitaminas) na dieta, sendo este um
possivel fator de interferéncia nos resultados. Em
segundo lugar, ¢ bem estabelecido que o processo de
envelhecimento acompanha modificagées no contro-
le do balango redox sistémico, porém esse estudo nao
incluiu um grupo controle jovem para comprovar o
quadro de estresse oxidativo exacerbado em nossa
amostra, razio pela qual nao ¢ possivel descartar a
hipétese de que a ineficdcia das intervengoes testadas
nesse estudo se devam, parcialmente, ao fato de que
nossas voluntdrias possam ter apresentado valores
“normais” de estresse oxidativo (“efeito teto”).

Em conclusio, a suplementagao de creatina asso-
ciada ou nao ao treinamento de for¢a nio afetou a
peroxidagio lipidica plasmdtica em mulheres idosas,
sugerindo que essas estratégias nio modificam o
estresse oxidativo nessa populagao.

Effects of creatine supplementation associated or not with strength training upon lipid peroxidation in
elderly women

The aim of this study was to evaluate the effects of creatine supplementation associated or not with strength
training upon lipid peroxidation in older women. This was a clinical, randomized, double-blind, placebo-
controlled trial. Older women were randomly allocated into four groups: 1) placebo supplementation (PL,
n = 10), 2) creatine supplementation (CR; n = 10), 3) placebo supplementation associated with strength
training (PL + RT, n = 6) and 4) creatine supplementation associated with strength training (CR + RT, n =
8). Before (PRE) and after 24 weeks (POST), blood samples were collected to measure lipid hydroperoxides
concentration by spectrophotometry. No statistical difference was observed on the lipid hydroperoxides
concentration between groups (PL: PRE = 48.7 + 36.9; POST = 29.3 + 18.8; A = -13.0 + 26.8; CR : PRE =
51.0 + 46.0; POST = 54.2 + 51.6; A=-8.6 + 30.2; + PLTR: PRE=33.0 + 11.2; POST=47.3 + 31.6, A= 14.3
+39.2;CR+TR:PRE=18.5+ 10.1; POST = 28.1 + 17.9, A= 9.7 + 16.4 pmol.mg™" of total protein, p = 0.17).
Creatine supplementation associated or not with strength training did not affect the lipid peroxidation, an
important plasmatic marker of oxidative stress, in elderly women.

Kev worps: Oxidative stress; Free radicals; Nutrition; Physical exercise; Aging.
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