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Resumo

Nos ultimos anos tém havido um crescente aumento do numero de estudos
relacionados com a suplementacdo da creatina ndo sO para atletas e esportistas,
mas também para diversas patologias. O seu uso € muito comum entre atletas, com
a finalidade de ganho de forca e massa muscular livre de gordura. Alguns estudos
também apontam que a creatina tem acdo anti-inflamatéria e acdo antioxidante
sobre a musculatura esquelética. Por outro lado, alguns estudos demonstram que a
suplementacdo com creatina, quando ndo acompanhada de exercicio fisico, pode
piorar a resposta inflamatoria alérgica pulmonar, como na asma. Entretanto, os
possiveis mecanismos dos efeitos da suplementacao da creatina sobre a inflamacéo
alérgica pulmonar ainda ndo foram completamente elucidados. Por esse motivo, o
presente estudo avaliou os possiveis efeitos da suplementacdo da creatina em um
modelo experimental de asma utilizando ovalbumina como antigeno em
camundongos BALB/c. Estudamos os efeitos anti-inflamatérios da suplementacao da
creatina no infiltrado de leucécitos no espaco perivascular e na ativacdo dos
leucdcitos perivasculares, além da ativacdo das células da parede vascular
pulmonar. O estudo foi realizado com 48 camundongos BALB/c divididos em 4
grupos contendo 12 animas em cada grupo, sendo grupos: Controle (Controle),
Creatina (Cr), Ova (OVA) e Ova+Creatina (OVA+Cr).

A cretina demonstrou reducdo do infiltrado de células inflamatérias no espaco
perivascular bem como a reducdo da expresséo de alguns marcadores inflamatorios
na parede vascular pulmonar. Entretanto para alguns marcadores a expressao
apresentou elevagcdo quando comparado com os grupos OVA e Controle. A creatina
reducdo a expressao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em alguns
marcadores. Concluimos que a suplementacdo da creatina auxilia da reducédo do
processo inflamatério da asma em alguns marcadores inflamatérios, assim como
reduz a expressao de alguns marcadores de estresse oxidativo. Mais estudos sao
necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos.

Palavra-chaves: Asma, Creatina, Sistema vascular pulmonar



Abstract

In the recent years, an increasing number of studies investigating the effects of
creatine supplementation not only for athletes and sportsmen, but also for various
diseases have emerged. Its use is very common among athletes, in order to gain
strength and fat free muscle mass. Some studies also suggested that creatine has
anti-inflammatory and antioxidant action on skeletal muscle. On the other hand,
some studies have shown that creatine supplementation, when not accompanied by
physical exercise, may worsen lung allergic inflammatory response, such as asthma.
However, the possible mechanisms mediating the effects of creatine
supplementation on pulmonary allergic inflammation has not been fully elucidated.
Therefore, the present study evaluated the possible effects of creatine
supplementation in an experimental model of asthma using ovalbumin as antigen in
BALB/c mice. It was studied the effects of creatine supplementation on leukocyte
infiltration in the perivascular space and the activation of perivascular leukocytes,
beyond the activation of cells of the pulmonary vascular wall. The study was
conducted using 48 BALB/c mice divided into 4 groups of 12 animals in each group,
as follow: Control (Co), Creatine (Cr), OVA (OVA) and Creatine+OVA (OVA+Cr). The
creatine supplementation showed a reduction in the inflammatory infiltrate in the
perivascular space as well as the reduction in the expression of some markers in
inflammatory mediators in the vascular wall. However, for some markers an opposite
effect was observed, since that the expression of these markers displayed increased
compared with OVA and Control groups. Also, creatine supplementation reduced the
expression of reactive oxygen and nitrogen species. We conclude that creatine
supplementation reduces the inflammatory process of asthma by reduction of
oxidative stress. However, more studies are needed to elucidate the mechanisms
involved.

Key-words: Asthma, Creatine, Pulmonary vascular system
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1 - Introducéo

1.1- Asma - Definicéo

A asma é uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas, que também apresenta
o remodelamento das vias aéreas, podendo envolver o sistema vascular pulmonar e
o parénquima.l?3 A doencas é caracterizada pela obstrucdo ao fluxo aéreo e pela
hiper-reatividade brénquica.* Seus principais sintomas respiratérios séo, chiado, falta
de ar, aperto no peito e tosse, que variam de intensidade e duragdo.>® A crise
asmatica pode ser desencadeada por muitos fatores, como: exercicio
(particularmente exercicio intenso), exposicao a alérgenos, mudanca de temperatura
e humidade, infeccdes virais ou exposicdo a agentes irritantes.® Os sintomas séo

parcialmente reversiveis espontaneamente ou com tratamento farmacol6gico.®

1.2 - Asma - Epidemiologia

A asma é uma doenca de prevaléncia crescente no mundo, afeta pessoas de todas
as faixas etarias e de todas as etnias, geralmente tem inicio na infancia. Atualmente
estima-se que 300 milhdes de pessoas sofram de asma no mundo. &7

Pela IV Diretrizes Brasileiras para o Manejo da Asma, as hospitalizagdes no Brasil
giram em torno de 300 mil a 350 mil internagdes anuais. Estimativas da Global
Initiative for Asthma (GINA) é que a asma ocasiona 1 morte a cada 250 mortes no
mundo, sendo que muitas delas poderiam ser evitadas.>

A asma continua a ser uma causa importante de morbidade e mortalidade pulmonar,
causando 6nus a saude publica, além de prejudicar a qualidade de vida dos

pacientes.8?

1.3 - Asma - Fisiopatologia

A patogénese da asma alérgica envolve varios fatores desencadeantes,
dependentes da ativacdo das ceélulas dendriticas presentes nas vias aéreas,

responsaveis em apresentar o antigeno aos linfécitos T auxiliares.>”1° Estes fazem



com que os linfécitos B sejam estimulados, produzindo imunoglobulina E (IgE), que
funcionam como receptor de antigeno na superficie de mastécitos e basdfilos por
meio da sua ligacdo a receptores de alta afinidade.*>'° Assim, nos préoximos
contatos com os antigenos 0 paciente asmatico em sua grande maioria desenvolve
uma fase imediata e uma fase tardia. A fase imediata inicia-se em poucos minutos
apos o contato com o alérgeno, ocorrendo a obstrucdo imediata das vias aéreas,
tendo maxima intensidade do quadro asmatico em torno de dez a vinte minutos,
reversivel entre uma a duas horas da exposicdo ao alérgeno. Descrita por varios
autores como sendo a causa principal da obstrucdo das vias aéreas nesta fase,
encontra-se a contracdo da musculatura lisa bronquica, mediada por histaminas,
prostaglandinas D2 e leucotrienos.}1011.12. A fase tardia caracteriza-se por obstrucéo
brénquica prolongada, a iniciar entre 4 a 5 horas da exposicdo ao alérgeno, que

pode persistir por horas ou dias, seguida de um processo inflamatério crénico.* 1213

1.4 — Asma - Inflamacéao

Autopsias realizadas em pacientes que morreram de mal asmatico mostravam a
inflamacdo como elemento importante do comprometimento das vias aéreas. Este
conceito foi estabelecido h4 mais de 100 anos e varios estudos post-mortem
forneceram evidencias que a inflamacdo das vias aéreas é um processo chave da
asma.? O processo inflamatério das vias aéreas resulta na participacdo de varias
células e elementos celulares. Participam desse processo as células do sistema
hematopoiético e também do aparelho respiratério, mesmo as células constitutivas
(célula epitelial bronquica, célula epitelial, célula muscular lisa e também a célula
endotelial vascular).1314.15.16

O processo inflamatério da asma apresenta predominio de infiltrado de eosinofilos,
mastocitos e linfcitos.'® Estes produzem um padréo de citocinas tipicas da resposta
alérgica, denominada de Th2, que desempenham um papel importante na
manutencdo da inflamacdo e no remodelamento das vias aéreas.>3% As citocinas
sdo proteinas que regulam e determinam a resposta imunitaria, que estimulam as
células do sistema hematopoiético e as células estruturais a producdo de

guimiocinas e outras proteinas, como fatores de crescimento, proteases, anti-



proteases, etc.>3416.17 As quimiocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, que
exercem efeitos no trafego, ativacao e diferenciacdo de células leucocitarias. Entre
as quimiocinas mais comuns na asma, temos as eotaxinas, que compreende um

grupo de proteinas quimiotaticas.*16:17.18

1.5 - Asma - Vasculatura Pulmonar

Investigacdes recentes tém revelado que a vasculatura das vias aéreas em doencgas
pulmonares, incluindo a asma, sdo acompanhadas de disfuncdo endotelial e o
remodelamento vascular.'®2° As vias aéreas dos pacientes asmaticos sdo
caracterizadas pela hiperpermeabilidade microvascular, a qual é atribuida aos
mediadores inflamatérios, resultando em aumento da permeabilidade vascular,
produzindo lacuna intercelular e induzindo ao edema intersticial. Esse processo leva
também a disfuncéo endotelial da circulacéo pulmonar.?!

Disfuncdes ou alteracfes estruturais das células endoteliais levam o endotélio a
perda de suas funcdes fisiologicas. Entre as principais funcdes fisiologicas das
células endoteliais, temos a regulacdo do tbnus vascular, mediada por fatores
paracrinos, que atuam localmente na parede dos vasos sanguineos e no
limen.*82122 Em condicGes fisiolégicas normais, estes fatores atuam na
vasoconstricdo, vasodilatacdo e na fluidez do sangue. O endotélio também atua no
controle da agregacdo plaquetaria, na inibicdo ou estimulo do crescimento
neovascular e é responsavel pela modulacdo da inflamacéo. Na inflamacgé&o crénica
as células endoteliais sdo ativadas por moléculas de adesdo resultando em
extravasamento continuo de células inflamatérias e de fluido para o tecido

inflamado.22:23

1.6 — Creatina

A creatina é sintetizada pelo organismo principalmente pelos rins, pancreas e figado,
utilizando-se como substrato, os aminoacidos arginina, glicina e metionina. 2425,
Entretanto, a maior fonte de creatina é obtida através da alimentacao, principalmente

carne vermelha e peixes.?*?®> Assim, podemos dizer que 2% da creatina total do



corpo € obtida através da sintese enddgena, enquanto que 98% ¢é adquirida através
da alimentacdo.?%?’” Uma outra forma de obtencdo de creatina é a suplementacédo
com creatina, muito utilizada por atletas e pessoas fisicamente ativas.?”?8 A creatina
ingerida através da suplementacdo € transportada para dentro das células
exclusivamente através do transportador de creatina SLC6 (solute carrier Family
6).27:28.29

A absorcdo da creatina € regulada por varios mecanismos, como por exemplo, a
glicosilacdo e a fosforilagdo, assim como os niveis extracelulares e intracelulares de
creatina séo regulados por diferentes mecanismos.?® Leland et al, tém sugerido que
a suplementacdo de creatina pode ser uma auxiliar efetiva para a pratica de
exercicios fisicos. Sua utilizacdo por atletas se dar devido sua melhora no
desempenho atlético, na reducéo da inflamacéo muscular e recuperacédo mais rapida
apos a pratica de atividade fisica.?®

Alguns estudos tem demonstrado possiveis efeitos antioxidantes da suplementacéo
com creatina, levando a pesquisadores a estudarem a suplementacdo da creatina e
seus possiveis efeitos sobre a acédo oxidante.3%3! Os possiveis efeitos da creatina
pode derivar de diferentes mecanismos de acdo, tais como os envolvidos na
estabilizacdo da membrana celular e melhora da capacidade de energia celular ou
das suas proprias propriedades antioxidade.?* Por fim, um estudo recente
demonstrou que a creatina pode regular também a resposta imunoldogica de
macrofagos, abrindo uma nova area de investigagdo no campo da suplementacao

com a creatina.3?



2. — Objetivos Gerais

Avaliar os efeitos da suplementacdo com creatina sobre a inflamacdo perivascular
em um modelo experimental de asma e também os efeitos da suplementacdo com
creatina sobre a ativacdo de leucdcitos perivasculares e sobre a ativacao das células

da parede vascular em um modelo experimental de asma.

2.1 — Objetivos especificos

Avaliar a expressdo dos marcadores 3-Nitrotirosina, 8-isoprostano, GP91Phox,
MMP-12, MMP-9, NF-KB, SOD-1, SOD-2, GPX, TIMP-1 e TIMP-2 pelos leucdcitos
perivasculares e a respectiva expressdo desses marcadores na parede dos vasos

pulmonares em um modelo experimental de asma suplementados com creatina.



3 — Material e Métodos

3.1 — Comisséao de Etica

O presente estudo foi realizado utilizando-se as laminas histolégicas coradas com
H/E e também através da técnica de imunohistoquimica para diversos anticorpos,
ndo analisados da tese de doutorado do Prof. Dr. Rodolfo de Paula Vieira. Dessa
forma, nenhum experimento adicional foi realizado, sendo somente a analise de
laminas ja prontas e anteriormente previstas no projeto que foi aprovado pelo Comité
de Etica para Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(CAPPesg-FMUSP), protocolo n° 503/05.

3.2 — Animais

Foram utilizados 48 animais machos da linhagem BALB/c adultos jovens (18-20g),
obtidos do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo, os quais foram mantidos sobre condi¢gdes controladas de temperaturas (22°-
25°C) e luminosidade (ciclo circadiano) e 70% de umidade relativa. A alimentagéo

constou de agua e racao, “ad libitum”.

3.3 — Protocolo Experimental

3.3.1 — Grupos Experimentais

Cada um dos 04 grupos experimentais foi constituido por 12 animais sendo:

Controle (Controle) — Submetidos a inalagdo com soro fisiologico 0,9%.

Creatina (Cr) — Submetidos a suplementagcdo oral com creatina e a inalagdo com
soro fisiolégico 0,9%.

Ovalbumina (OVA) — Sensibilizados e desafiados com solugcéo de OVA.

Ovalbumina + Creatina (OVA+Cr) — Sensibilizados e desafiados com solugcdo de

OVA e submetidos a suplementacao oral com creatina.



3.3.2 — Protocolo de Asma (inflamacé&o pulmonar alérgica cronica)

Foram realizadas 04 administracfes intra-peritoniais (i.p) de OVA (20ug/animal)
diluida em soro fisiologico (NaCl 0,9%), na proporcao de 1g/10mL, correspondendo
a 20ug/OVA/animal, no primeiro dia do protocolo, apos 14, 28 e 48 dias do inicio
protocolo experimental. A partir do dia 21 do experimento, foi iniciada a inalagdo com
solucdo de OVA 1% diluida em soro fisiologico 0,9%, realizada 03 vezes por
semana, 30 minutos cada sesséo, até o dia 51 do protocolo experimental. Para a
realizacdo da inalacdo, os camundongos foram colocados numa caixa de acrilico,
acoplada a um nebulizador ultrassénico, e submetidos a inalacdo de um aerossol de
(OVA 1%) preparado conforme descrito acima. Os animais nao sensibilizados foram

submetidos a inalagdo com soro fisiolégico 0,9%.

3.3.3 — Suplementagcdo com Creatina

A Creatina foi diluida em agua potavel e administrada por via oral, através do
processo de gavagem. Durante todo o protocolo experimental, foram utilizados
0,5gr/Kg/Creatina administrados de segunda a sexta-feira. A administracdo de

creatina foi realizada logo ap6s a inalacdo com OVA ou soro fisiol4gico.

3.4 — Anestesia

Setenta e duas horas ap6s a Ultima inalagdo com OVA e 24 horas apés a ultima

gavagem os animais foram anestesiados com tiopental sédico (6mg/Kg i.p).

3.5 - Coleta de Sangue e Eutanasia

Com os animais anestesiados, foi realizada a laparotomia onde foi realizada uma
incisdo de aproximadamente 2cm e a aorta abdominal foi exposta. Foram coletados
1ml de sangue via aorta abdominal seguido da eutanasia por exsanguinacdo. O
sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 7 minutos a 4°C e o soro foi armazenado

para possiveis analises posteriores.



3.6 — Lavado Broncoalveolar

ApoOs traqueostomia, através da insercdo de uma canula de 18G, os pulmdes foram
lavados com soro fisiologico estéril (NaCl 0,9%), com o volume de 3 x de 0,5ml. O
material recuperado do lavado foi centrifugado a 1000 rpm a 4°C por 5 minutos. O
sobrenadante foi armazenado a -70°C para possiveis analises posteriores. O botdo
celular foi ressuspendido em 1 ml de PBS e a determinacdo do numero de células
totais no LBA foi realizada por meio de contagem na Camara de Neubauer.
Aliquotas do material ressuspendido foram utilizadas para preparacao de laminas de
cytospin as quais foram coradas com May-Grunwald-Giemsa para a contagem

diferencial de células.32224

3.7 — Imunohistoquimica

Apoés a coleta do lavado broncoalveolar, os pulmdes foram perfundidos com 0,3ml
de formol 10% para uma pré-fixagdo e a traquéia foi obstruida. A caixa toracica foi
aberta e o sistema cardiopulmonar foi coletado inteiramente e imediatamente imerso
em formol 10% por 24 horas. Apés esse periodo, os pulmdes foram submetidos a
rotina histolégica, onde os cortes foram colocados em laminas silanizadas
(previamente preparadas com poly-L-lisina-Silane) para que 0s seguintes anticorpos
fossem aplicados (todos provenientes da empresa Santa Cruz®, CA, EUA): anti-NF-
kB, anti-8-isoprostano, anti-3-nitrotirosina, anti-GP91phox, anti-SOD-1, anti-SOD2,
anti-GPX, anti-MMP-9, anti-MMP-10, anti-TIMP-1, anti-TIMP-2.

3.8 — Analise Histomorfométrica

As laminas foram observadas através de um microscépio da marca Nikon®, Modelo
Eclipse E-200, as imagens fotografadas através de uma camera digital da marca
Photometrics®, Modelo Cool Snap cf, devidamente acoplada ao microscopio.

A coleta e andlise das imagens foram realizadas através do software Image ProPlus,

versao 4.11.



Primeiramente, foram realizadas a medida da densidade de eosinéfilos no
compartimento perivascular conforme previamente descrito3. Utilizando a mesma
técnica histomorfométrica, foram avaliadas também o nimero de leucécitos positivos
para as proteinas marcadas com o0s anticorpos descritos no item 3.6. Assim, o
infiltrado de células inflamatérias positivas para os diversos marcadores
imunohistoquimicos citados acima no compartimento perivascular foram expressas
em células positivas por mm2.3 Em seguida foram fotografados 5 vasos pulmonares
por lamina e por animal, onde a area total da parede do vaso foi determinada e
entdo avaliada a expressdo pela parede do vasdo de cada uma das proteinas
marcadas com anticorpos descritos no item 3.6.

A positividade das areas para cada marcador foi estabelecida previamente através
de um gradiente de cor (denominada macro), a qual foi utilizada para a andlise de
todas as laminas, evitando dessa forma qualquer interferéncia do pesquisador na
determinacdo das areas positivas em cada uma das laminas analisadas. Foram
medidas as areas totais dos 5 vasos por lamina por animal e as respectivas areas
positivas para o0s marcadores utilizados. Dessa forma, estabelecemos uma
proporcao de volume (porcentagem) da parede do vaso que esteja expressando as

proteinas que serdo estudadas.

3.9 — Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa Graphpad Prism 5.0,
utilizando-se ANOVA de um fator, seguido do poshoc test Newman Keuls para
dados paramétricos e poshoc test Dunn’s para dados ndo paramétricos. Os valores

foram considerados significantes para p<0.05.
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5 — Resultados

Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativacdo de leucdcitos
perivasculares: estresse nitrosativo (3-nitrotirosina) e estresse oxidativo
(Gp91phox).

Os resultados apresentados na Figura 1 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos nao sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressdo de 3-nitrotirosina pelos leucocitos
perivasculares quando comparado ao grupo controle (p<0.05). De maneira similar a
sensibilizacdo e desafio inalatorio com a OVA também aumentou a expressao de 3-
nitrotirosina pelos leucécitos perivasculares quando comparado ao grupo controle
(p<0.05). Entretanto, ndo houve diferenca quando comparados os grupos Cr x OVA
x OVA+Cr (p>0.05).

3-nitrotirosina
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Figura 1 — Efeitos da suplementagdo com creatina em um modelo experimental de
inflamagéo crénica induzida por OVA. Expresséo da 3-Nitrotirosina pelos leucdcitos
perivasculares. Valores expressos como meédia e desvio padrao. *p<0.05 comparado

com o grupo controle.
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Os resultados apresentados na Figura 2 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressdao de Gp91Phox pelos leucdcitos

perivasculares quando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA (p<0.05).

GP91phox
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Figura 2 — Efeitos da suplementagdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacédo crénica induzida por OVA. Expressdo da Gp9lphos pelos leucécitos

perivasculares. Valores expressos como meédia e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado a todos os demais grupos.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativacdo de leucdcitos

perivasculares: enzimas antioxidantes (SOD-1, SOD-2, GPX).

Os resultados apresentados na Figura 3 demonstraram que a suplementacdo com

creatina em camundongos ndo sensibilizados e em camundongos sensibilizados

aumentou significativamente a expressao de superoxido dismutase 1 (SOD-1) pelos

leucdcitos perivasculares quando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA

(p<0.001).

SOD-1
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Figura 3 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de

inflamacdo crénica induzida por OVA. Expressdo da SOD-1 pelos leucécitos

perivasculares. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado a todos os demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 4 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressao de superoxido dismutase 2 (SOD-2) pelos
leucdcitos perivasculares quando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA
(p<0.001).
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Figura 4 — Efeitos da suplementagdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacédo cronica induzida por OVA. Expressdo da SOD-2 pelos leucdcitos
perivasculares. Valores expressos como meédia e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado a todos os demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 5 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressdo de glutationa peroxidase (GPx) pelos
leucdcitos perivasculares quando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA
(p<0.001).
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Figura 5 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacdo cronica induzida por OVA. Expressdo da GPX pelos leucdcitos
perivasculares. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado a todos os demais grupos.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativagcdo de leucdcitos
perivasculares: ativacao do NF-kB.

Os resultados apresentados na Figura 6 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos ndo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressdo de NF-kB pelos leucécitos perivasculares
quando comparado ao grupo controle e OVA (p<0.001). Os resultados também
demonstram que a sensibilizacdo e desafio inalatério com a OVA também aumentou
a expressao de NF-kB pelos leucocitos perivasculares quando comparado ao grupo

controle (p<0.05).
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Figura 6 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacdo crénica induzida por OVA. Expressdo do NF-kB pelos leucécitos
perivasculares. Valores expressos como media e desvio padrao. *p<0.05 comparado

ao grupo Controle. ***p<0.001 comparado a todos os demais grupos.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativagcdo de leucdcitos
perivasculares: ativacdo das matriz metaloproteases (MMP-9, MMP-12) e
inibidores das matriz metaloproteases (TIMP-1, TIMP-2).

Os resultados apresentados na Figura 7 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressdo de MMP-9 pelos leucécitos perivasculares
quando comparado ao grupo controle e OVA (p<0.001). Os resultados também
demonstram que a sensibilizacéo e desafio inalatério com a OVA também aumentou
a expressdo de MMP-9 pelos leucdcitos perivasculares quando comparado ao grupo

controle (p<0.01).
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Figura 7 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacé@o crénica induzida por OVA. Expressdo da MMP-9 pelos leucdcitos
perivasculares. Valores expressos como média e desvio padrdo. **p<0.01
comparado ao grupo Controle. ***p<0.001 comparado a todos 0os demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 8 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos n&o sensibilizados aumentou significativamente a
expressdo de MMP-12 pelos leucdcitos perivasculares quando comparado ao grupo
controle (p<0.05) e também em camundongos sensibilizados quando comparado ao
grupo OVA (p<0.01). Os resultados também demonstram que a sensibilizacdo e
desafio inalatério com a OVA também aumentou a expressdo de MMP-12 pelos

leucdcitos perivasculares quando comparado ao grupo controle (p<0.05).
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Figura 8 — Efeitos da suplementagdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacédo crénica induzida por OVA. Expressdo da MMP-12 pelos leucécitos
perivasculares. Valores expressos como média e desvio padrdo. *p<0.05 comparado

ao grupo Controle. **p<0.01 comparado a todos os demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 9 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressao de TIMP-1 pelos leucdcitos perivasculares

guando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA (p<0.001).
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Figura 9 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacdo crénica induzida por OVA. Expressdo da TIMP-1 pelos leucdcitos
perivasculares. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado a todos os demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 10 demonstraram que a suplementagédo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressao de TIMP-2 pelos leucdcitos perivasculares

guando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA (p<0.01).
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Figura 10 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacdo crénica induzida por OVA. Expressdo da TIMP-2 pelos leucdcitos
perivasculares. Valores expressos como meédia e desvio padrdo. **p<0.01

comparado a todos os demais grupos.
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A Figura 11 apresenta fotomicrografias representativas da expressao de NF-kB
pelos leucdcitos perivasculares pulmonares dos grupos Controle (A), Cr (B), OVA (C)
e OVA+Cr (D). Aumento de 400x.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativacdo das células
vasculares pulmonares: estresse nitrosativo (3-nitrotirosina) e estresse
oxidativo (Gp91phox).

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
diminuiu significativamente a expressao de 3-nitrotirosina pelas células da parede

vascular pulmonar quando comparado ao grupo controle e ao grupo OVA (p<0.001).
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Figura 12 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacéo crénica induzida por OVA. Expresséo da 3-Nitrotirosina pelas células da
parede vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo.

***n<0.001 comparado a todos os demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 13 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
diminuiu significativamente a expressdao de Gp91Phox pelas células da parede
vascular pulmonar quando comparado ao grupo Controle e ao grupo OVA (p<0.001).
Os resultados também demonstraram que a sensibilizacdo e desafio inalatorio com
OVA diminuiu significativamente a expressdo de Gp91Phox quando comparado ao

grupo Controle (p<0.05).
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Figura 13 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacgéo croénica induzida por OVA. Expressdo da Gp91Phox pelas células da
parede vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrao.
***n<0.001 comparado a todos os demais grupos. *p<0.05 comparado a todos o0s

demais grupos.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativacdo das células da parede
vascular pulmonar: enzimas antioxidantes (SOD-1, SOD-2, GPx).

Os resultados apresentados na Figura 14 demonstraram que a suplementa¢cdo com
creatina em camundongos ndo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressao de superodxido dismutase-1 (SOD-1) pelas
células da parede vascular pulmonar quando comparado ao grupo Controle e ao
grupo OVA (p<0.001).

SOD-1
25-
.. w3
20-
S 154 Xk
7
S 10-
N
5-
0 ) ——
Controle Cr OVA OVA+Cr

Figura 14 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacéo cronica induzida por OVA. Expressao da SOD-1 pelas células da parede
vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001
comparado aos grupos Controle e OVA. *p<0.05 comparado a todos os demais

grupos.



24

Os resultados apresentados na Figura 15 demonstraram que a suplementagdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressao de superoxido dismutase-2 (SOD-2) pelas
células da parede vascular pulmonar quando comparado ao grupo Controle e ao
grupo OVA (p<0.001)
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Figura 15 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamac&o cronica induzida por OVA. Expressdo da SOD-2 pelas células da parede
vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001
comparado aos grupos Controle e OVA. **p<0.01 comparado aos grupos Controle e
OVA.
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Os resultados apresentados na Figura 16 demonstraram que a suplementagédo com
creatina em camundongos nao sensibilizados e em camundongos sensibilizados
aumentou significativamente a expressdo de glutationa peroxidase (GPx) pelas
células da parede vascular pulmonar quando comparado ao grupo Controle e ao
grupo OVA (p<0.001).
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Figura 16 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacédo cronica induzida por OVA. Expressao da GPX pelas células da parede
vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001
comparado aos demais grupos.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativacdo das células da parede
vascular pulmonar: ativagdo do NF-kB.

Os resultados apresentados na Figura 17 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos ndo sensibilizados aumentou significativamente a
expressdo de NF-kB pelas células da parede vascular pulmonar quando comparado
aos demais grupos (p<0.01).
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Figura 17 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacéo cronica induzida por OVA. Expressao de NF-kB pelas células da parede
vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo. **p<0.01

comparado aos demais grupos.
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Efeitos da suplementacdo com creatina sobre a ativacdo das células da parede
vascular pulmonar: ativacdo das matriz metaloproteases (MMP-9, MMP-12) e
inibidores das matriz metaloproteases (TIMP-1, TIMP-2).

Os resultados apresentados na Figura 18 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados
diminuiu significativamente a expressdo de MMP-9 pelas células da parede vascular
pulmonar quando comparado ao grupo controle (p<0.001). Os resultados também
demonstram que a sensibilizacao e desafio inalatério com a OVA também diminuiu a
expressdo de MMP-9 pelos leucocitos perivasculares quando comparado ao grupo
controle (p<0.01).
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Figura 18 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamac&o cronica induzida por OVA. Expressdo de MMP-9 pelas células da parede
vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado ao grupo Controle.
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Os resultados apresentados na Figura 19 demonstraram que a suplementagédo com
creatina em camundongos sensibilizados aumentou significativamente a expressao
de MMP-12 pelas células da parede vascular pulmonar quando comparado aos
grupos Controle, Cr e OVA (p<0.001).
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Figura 19 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacédo cronica induzida por OVA. Expressdao de MMP-12 pelas células da
parede vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrao.

***n<0.001 comparado aos demais grupos.
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Os resultados apresentados na Figura 20 demonstraram que a suplementacdo com
creatina em camundongos n&o sensibilizados e em camundongos sensibilizados
diminuiu significativamente a expressao de TIMP-1 pelas células da parede vascular

pulmonar quando comparado aos grupos Controle e OVA (p<0.001).
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Figura 20 — Efeitos da suplementacdo com creatina em um modelo experimental de
inflamacéo crénica induzida por OVA. Expressao de TIMP-1 pelas células da parede
vascular pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***p<0.001

comparado aos grupos Controle e OVA.
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Os resultados apresentados na Figura 21 demonstraram que a suplementagédo com
creatina em camundongos nédo sensibilizados e em camundongos sensibilizados e
também a sensibilizacdo com OVA nao alteraram a expressao de TIMP-2 pelas
células da parede vascular pulmonar quando comparados todos 0S grupos
experimentais (p>0.05).

TIMP-2

TIMP-2 (%)
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N&o foram observadas diferencas estatisticas significantes quando comparados

todos os grupos experimentais (p>0.05).
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A Figura 22 apresenta fotomicrografias representativas da expressdo de 3-
Nitrotirosina pelas células vasculares pulmonares dos grupos Controle (A), Cr (B),
OVA (C) e OVA+Cr (D). Aumento de 400x.
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6 — Discussao

O nosso estudo encontrou alteracdes estatisticamente significante na expressao da
3-Nitrotirosina no infiltrado celular no espacgo perivascular nos animais do grupo, Cr,
OVA e OVA+Cr quando comparados com 0 grupo controle, mas oS mesmo n&o
apresentaram alteracdes estatisticamente significante entre eles. Acreditamos que
mais estudos devem ser realizados. Os nossos dados vao de acordo com estudos ja
publicados, que encontraram efeitos antioxidante em algumas espécies reativas de

oxigénio H202 e nitrogénio ONOO- . 2832

A GP9lphox, apresentou aumento estatisticamente significante da sua expresséo
nas células inflamatérias no espaco perivascular nos grupos que receberam
suplementacao da creatina grupo Cr e grupo OVA+Cr quando comparando com 0s
grupos Controle e OVA, mas nao apresentaram alteracoes estatisticamente diferente
entre eles. Entretanto nosso estudo vem contra os possiveis efeitos antioxidante da
creatina no marcador GP91phox, ja que a creatina que demonstraram a reducao de

algumas espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio.?8:32.33

O presente trabalho apresentou aumento da expressao de superéxido dismutase-1 e
da superéxido dismutase-2 pelos leucdcitos perivascular nos animais que receberam
suplementacdo da Creatina, grupos Cr e OVA+Cr quando comparado com o0s
animais que nao receberam a suplementacéo da creatina, grupos Controle e OVA.
Os nossos dados vao contra o estudo de Michel B Araudjo et al que relatam a
diminuicdo da expressdo das superoxido dismutase nos grupo creatina. Com isso
mais estudos se fazem necessarios para avaliar quais 0s possiveis efeitos da

creatina sobre esse importante antioxidante endégeno. 2

Alguns estudos relatam o0s possiveis efeitos antioxidante da creatina, com o
aumento da expressdo da GPx. 2328 Os nossos dados vao a favor desses estudos,
gque demonstra aumento da expressdo da GPx pelo leucécitos perivascular nos
animais do grupo Cr e OVA+Cr quando comparado com os grupo Controle e OVA,

sendo a GPx um importante antioxidante.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ara%26%23x000fa%3Bjo%20MB%5Bauth%5D
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O Fator-nuclear-Kappa B, apresentou aumento da sua expressa nos grupos que
receberam suplementacdo da Creatina, grupo Cr e OVA+Cr pelos leucécitos
perivascular quando comparado com o0s grupos Controle e OVA. O grupo OVA
apresentou elevacdo do infiltrado perivascular quando comparado com 0 grupo
Controle, demonstrando os efeitos inflamatorios causado pela exposicdo a OVA.
Estes dados vao contra os estudos que demonstram que a creatina tem efeito

antiinflamatorio, ja que o Nf-kB atua como um fator pré-inflamatorio. 2830

O presente estudo demonstrou aumento estatisticamente significante da expressao
MMP-9 nos leucdcitos perivasculares nos animais que receberam suplementacao da
creatina, grupo Cr e OVA+Cr quando comparado com os grupos Controle e OVA. Os
animais do grupo OVA apresentaram reducdo da expressdao da MMP-9 quando
comparado com os animais dos grupos Cr e OVA+Cr e aumento da expressao
guando comparado com o grupo controle. Assim como os dados apresentando por
Vieira et al, que apresentou aumento da expressdo no sistema epitelial pulmonar

nos grupos que receberam suplementacéo de creatina. **

O presente estudo demonstrou aumento da expressao da MMP-12 pelos leucdcitos
perivasculares no grupo Cr e OVA quando comparado com 0 grupo controle e uma
reducdo quando comparado com o grupo OVA+Cr. O grupo OVA+Cr apresentou
aumento quando comprado com todos os demais grupo, créditos o maior aumento
no grupo OVA+Cr devido a suplementacao e a sensibilizacdo de OVA. Os dados vao
de acordo com o estudo ja publicado, onde foi demonstrado aumento da expressao

da MMP-12 em animais sensibilizado e que receberam suplementacéo da creatina.3*

A creatina apresentou aumento da expressdo da TIMP-1 pelos leucécitos
perivasculares nos grupos que receberam a suplementacéo da creatina, grupos Cr e
OVA+Cr, quando comparado com os grupos Controle e OVA. A TIMP-2 também
apresentou elevagdo da sua expressdo das células inflamatorias no espago
perivascular, no grupo Cr quando comparado com todos 0s grupos, O grupo
Cr+OVA, apresentou um aumento da sua expressao em relagdo aos grupos controle
e OVA, os resultado corroboram com dados ja publicados onde relatam os possiveis
mecanismos antiinflamatérios da creatina, mas ndo entanto ndo ha dados da

creatina com esses marcadores. 2627
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Nos animais que ndo receberam a suplementacdo de creatina, grupo Controle e
OVA, a expressao da 3-Nitrotirosina foi aumentada pelas células da parede vascular
pulmonar quando comparado com os grupos Cr e OVA+Cr. Os animais que
receberam a suplementacdo de creatina os niveis da 3-Nitrotirosina apresentaram
reducdo, indo a favor de estudos que relatam os possiveis efeitos antioxidante da

creatina em algumas espécies reativas de oxigénio e nitrogenio.?®

A suplementagdo de creatina no modelo experimental de inflamag&o cronica,
apresentou reducdo da expressao da GP91phox pelas células da parede vascular
pulmonar em comparacao aos outros grupos que ndo receberam suplementacgéo,
grupo Controle e OVA. O grupo OVA Apresentou reducdo em comparacao ao grupo
controle e aumento em comparagcdo aos grupos Cr e OVA+Cr. Este dados vem a
favor dos estudos que falaram sobre os efeitos antioxidante da creatina em alguns

marcadores. 293233

Um dos principais antioxidante presente no pulmao € SOD nas suas 3 formas (Esra
Birben PhD), estudamos a SOD-1 e a SOD-2 com suplementacédo da creatina. A
SOD-1 apresentou elevacdo da sua expressao pelas células da parede vascular
pulmonar no grupo Cr quando comparado com todos os grupos. O grupo OVA+Cr
apresentou aumento quando comparado com os grupos Controle e OVA, e uma
reducdo quando comparado com o grupo Cr, os nossos dados vao a favor com
estudo de Michel B Araujo et al que relatam a diminuicdo da expressao das

superoxido dismutase nos grupo creatina 233%

A SOD-2 apresentou aumento da sua expressao no grupo Cr e OVA+Cr pelas
células da parede vascular quando comparado com o grupo Controle e OVA.
Nossos dados reforgam os efeitos antioxidante da creatina, mas vai contra os dados

apresentados no estudos de Michel B Araujo. 2331

Os animais dos grupos Cr e OVA+Cr apresentaram reducao da expressao da GPx
nas células da parede vascular pulmonar quando comparado com 0s demais grupos,

entretanto ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre eles. Os


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ara%26%23x000fa%3Bjo%20MB%5Bauth%5D
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dados obtidos no presente estudo ndo demonstraram 0s possiveis efeitos

antioxidantes da creatina, como relatar alguns estudos. 2328,

Os possiveis efeitos antiinflamatorios da creatina ndo foram notados na expressao
do NF-kB, que é um importante mediador inflamatério.?® O grupo que recebeu a
suplementacdo da creatina grupo Cr apresentou aumento da expressao de NF-kB
pelas células na parede vascular pulmonar quando comparado com os demais

grupos. 2832

O nosso estudo apresentou reducdo da expressdo MMP-9 pelas células na parede
vascular pulmonar nos grupos Cr e OVA+Cr guando comparado com o grupo
controle e OVA. O grupo OVA apresentou reducdo da sua expressao quando
comparado com o grupo Controle aumento quando comprado com os grupos Cr e
Cr+OVA. Estudos demonstraram um aumento da expressdo desse marcador apos a
suplementacéo de creatina 27?° Mais estudos se fazem necessario para elucidar os

possiveis efeitos nas células na parede vascular pulmonar.

Entretanto, a MMP-12 apresentou aumento da sua expressao pelas células da
parede vascular pulmonar no grupo OVA+Cr, quando comparado com todos o0s
outros grupos, a creatina na MMP-12 demonstrou efeitos contrarios na MMP-9. estes
dados véo a favor de dados ja publicados, onde ha um aumento da expressdo da

MMP-12 em animais que receberam suplementacédo de creatina.?”:2°

A TIMP-1 apresentou dados estatisticamente significante entre os grupos. O grupo
gue sO recebeu suplementacdo da creatina, grupo Cr apresentou aumento da
expressao da TIMP-1 pelas células na parede vascular pulmonar em comparacao ao
grupo OVA+Cr e uma reducado em comparacdo aos grupos Controle e OVA. O grupo
OVA+Cr apresentou reducdo da expressdao quando comparado com todos o0s

demais grupos . Esses dados vao contra os apresentados por Vieira et al.34

A TIMP-2 n&o apresentou alteragbes estatisticamente significante entre os grupos,
com uma variavel alta. Mais estudos sdo necessarios para avaliar os efeitos da

suplementacao da creatina e dos efeitos da OVA.
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7 — Concluséao:

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstrou que a suplementacdo da
creatina em um modelo experimental de asma em alguns marcadores aumentou sua
expressdo nos leucdcitos perivasculares, SOD-1, SOD-2, GPx, NF-KB, TIMP-1,
TIMP-2. Entretanto a suplementacdo da creatina aumentou a expressdao do
marcador do estresse nitrosativo (3-Nitrotirosina) e do estresse oxidativo
(GP91phox) nos leucécitos perivasculares. A suplementacdo da creatina na
ativacdo das células vasculares pulmonares, apresentou diminuicdo da expressao
do marcador 3-Nitrotirosina e do GP91phox, e aumento da expressao dos
marcadores SOD-1, SOD-2, NF-kB.

Com os resultados concluimos que a suplementacdo da creatina exerce efeitos
antiinflamatdrios e antioxidantes em alguns marcadores. Mas como o0s seus efeitos
ndo foram positivos para todos os marcadores, mais estudos se fazem necessarios
para elucidar os mecanismos antiinflamatorios e antioxidantes da creatina, assim

como entender os efeitos contrarios do esperado.
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