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RESUMO

Sales LP. Efeitos da suplementacdo de creatina na massa 0ssea, funcao e
forca musculares e na composicado corporal de mulheres pos-menopausadas
com osteopenia: Um estudo clinico, randomizado, controlado por placebo
[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
20109.

Introducdo: A suplementacdo de creatina pode ser uma intervencao dietética
de baixo custo, segura e eficaz para combater a perda 6ssea. O objetivo deste
estudo foi investigar se a suplementacdo de creatina a longo prazo pode
impactar beneficamente a salde 6ssea em mulheres p6s-menopausadas com
osteopenia. Métodos: Um estudo clinico, randomizado, duplo-cego, controlado
por placebo, foi conduzido entre novembro de 2011 e dezembro de 2017 em
Sao Paulo, Brasil. Duzentas mulheres pds-menopausadas com osteopenia
foram alocadas aleatoriamente para receber creatina monohidrato (3 g/dia) ou
placebo (3 g/dia dextrose) durante 2 anos. No inicio do estudo e apés 12 e 24
meses, foram avaliadas a densidade mineral éssea areal (DMO-DXA; desfecho
primario), massa magra e gorda (DXA), pardmetros laboratoriais e marcadores
0sseos, funcéo fisica e forca. No periodo inicial e 24 meses foram avaliados os
parametros de densidade mineral 60ssea volumétrica (vBMD) e de
microarquitetura 6ssea de radio e tibia distal (HR-pQCT). O nimero de quedas
e fraturas foram avaliados apenas ao final do estudo. Possiveis efeitos
adversos foram autorrelatados. Resultados: A DMO de coluna lombar (p
<0,001), colo do fémur (p <0,001) e do fémur total (p = 0,032) diminuiu ao longo
do tempo; no entanto, nenhum efeito de interagcdo foi observado (todos p
>0,05). Com relagdo aos marcadores 0sseos, parametros de microarquitetura
0ssea, numero de quedas e fraturas, ndo se observou alteracédo significativa
com a suplementacao de creatina (p >0,05). Massa magra e massa muscular
esquelética apendicular demonstraram-se aumentadas ao longo da intervencgao
(p <0,001), sem efeito aditivo da creatina (p = 0,73 e p = 0,40,

respectivamente). A creatina também nado afetou os parametros laboratoriais



relacionados a saude. Concluséo: Dois anos de suplementagdo de creatina
nao impactaram a saude O6ssea de mulheres poOs-menopausadas com
osteopenia, tampouco a massa magra ou a funcdo muscular dessa populacéo.
Isto refuta a nocdo de que este suplemento dietético isolado possui
propriedades osteogénicas ou anabdlicas em longo prazo.

Descritores: menopausa, suplementacdo alimentar, 0sso, composi¢cao

corporal, creatina.



ABSTRACT

Sales LP. Effects of creatine supplementation on bone mass, muscle strength
and function and in the body composition of postmenopausal women with
osteopenia: A randomized, placebo-controlled clinical study [master’s thesis]:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Background: Creatine supplementation could be a non-expensive, safe and
effective dietary intervention to counteract bone loss. The aim of this study was
to investigate whether long-term creatine supplementation can improve bone
health in older, postmenopausal women. Methods: A double-blind, placebo-
controlled, parallel-group, randomized trial was conducted between November
2011 and December 2017 in Sao Paulo, Brazil. Two hundred postmenopausal
women with osteopenia were randomly allocated to receive either creatine
monohydrate (3 g/day) or placebo over 2 years. At baseline and after 12 and 24
months, we assessed areal bone mineral density (aBMD; primary outcome),
lean and fat mass (through dual X-ray absorptiometry), volumetric BMD and
bone microarchitecture parameters, biochemical bone markers, physical
function and strength, and the number of falls and fractures. Possible adverse
effects were self-reported. Results: Lumbar spine (p <0.001), femoral neck (p
<0.001) and total femur BMD (p=0.032) decreased across time; however, no
interaction effect was observed (all p >0.050). Bone markers, microarchitecture
parameters, and the number of falls/fractures were not changed with creatine
(all p >0.050). Lean mass and appendicular skeletal muscle mass increased
throughout the intervention (p<0.001), with no additive effect of creatine
(p=0.731 and p=0.397, respectively). Creatine did not affect health-related
laboratory parameters. Conclusion: Creatine supplementation over 2 years did
not improve bone health in older, postmenopausal women with osteopenia, nor
did it affect lean mass or muscle function in this population. This refutes the
long-lasting notion that this dietary supplement alone has osteogenic or

anabolic properties in the long run.



Descriptors: menopause, supplementary feeding, bone, body composition,

creatine.
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A menopausa € definida como a cessdo permanente da menstruacdo a
partir da perda de atividade folicular ovariana, marcando assim, o fim da vida
reprodutiva feminina (Messier et al., 2011). Essa condigéo ocorre naturalmente
entre os 45 e 53 anos de idade, podendo surgir precocemente ou tardiamente,
(Kolu et al., 2015) e esta associada com diversas alteracbes negativas,
principalmente no que tange ao metabolismo 6sseo e ao sistema muscular
esquelético.

Tais alteracfes observadas no periodo pés-menopausa parecem estar
primariamente relacionadas a altera¢cdes hormonais e a funcdes celular, neural
e metabdlica relacionadas ao envelhecimento (Rolland et al., 2008). Dentre
essas alteracbes, a queda das concentracbes de estrogénio que ocorre
naturalmente apés a menopausa parece ser um fator determinante. Além disso,
tal diminuicAo poderia decorrer de motivos secundarios, dentre os quais
podemos destacar, doencas neurodegenerativas, atrofia muscular relacionada
a inatividade fisica, doencas endocrinas (Baumgartner et al., 1998; Domiciano
et al., 2013; Genaro et al., 2015) e inflamacéo cronica de baixo grau (Messier et
al., 2011; Rizzoli et al., 2014; Anagnostis et al., 2015).

Levando em consideracdo que desde a metade do século 19 a

expectativa de vida, particularmente em  mulheres, aumentou



INTRODUCAO

consideravelmente com a maioria das mulheres vivendo até os 80 anos ou
mais em muitas regides do mundo, uma mulher que adentra o periodo pos-
menopausa com a idade de 50 anos podera viver mais do que 30 anos sem a
protecdo 6ssea e muscular atribuida aos horménios sexuais, periodo que
representa cerca de 1/3 da vida dessa mulher (Rizzoli, 2011).

Diante dos efeitos deletérios que essas alteracbes exercem sobre a
qualidade de vida de mulheres na pds-menopausa, estratégias néao
farmacoldgicas com o objetivo de atenuar e/ou prevenir as consequéncias e 0s
agravamentos da menopausa na saude Ossea e muscular, sdo de grande
importancia. Dentre estas, a suplementacdo de creatina (Cr) emerge como
candidata, devido aos seus efeitos observados tanto no metabolismo ésseo
(Moon et al.,, 2013) quanto no sistema musculoesquelético (Chilibeck et al.,
2017).

A Cr (acido a-metil-guanidinoacético) € uma amina de ocorréncia natural
sintetizada principalmente no figado, rins e pancreas, com a participacdo dos
aminoacidos arginina, metionina e glicina em um processo que envolve duas
reagcbes. Na primeira reacgdo, catalisada pela enzima L-arginina: glicina
amidinotransferase (AGAT), abundante nos rins e pancreas, um grupamento
amidino é transferido da arginina para o grupo amino da glicina, formando dois
compostos, o guanidinoacetato (GAA) e a ornitina. E importante ressaltar que
ao passo que horménio do crescimento possui a capacidade de aumentar a
atividade enzimatica da AGAT o consumo alimentar de Cr tende a diminui-la. A
segunda reacdo, mais frequente no figado, agrupa a S-adenosilmetionina

(Admet) ao metilato guanidinoacetato através da enzima guanidinoacetato
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metiltransferase (GAMT), produzindo Cr e S-adenosil-homocisteina (AdHcy)
(Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). O processo de sintese enddgena de Cr esta

resumido na figura 1.

Cr dietética

AdHcy + Cr

GAMT
AdMet + GAA

GAA +
Ornitina

AGAT
Gly + Arg

Excregdo urinaria de Creatinina

Figura 1. Processo de sintese enddgena de Cr. [Fonte: Adaptada de Wyss & Kaddurah-Daouk,
2000].

A Cr consumida oralmente € absorvida intacta pelo intestino e alcanca a
corrente sanguinea sem sofrer qualquer acédo das secre¢des acidas presentes
no processo de digestdo. A principal fonte de Cr dietética sdo os alimentos de
origem animal, principalmente, carne suina, bovina e peixes. No organismo, a
Cr é encontrada nas formas livre (60 a 70%) e fosforilada (30 a 40%) e cerca
de 95% de sua quantidade total estd armazenada no musculoesquelético, ao

7

passo que o restante € encontrada no coracdo, musculos lisos, cérebro e
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testiculos. A producdo enddgena (1g/dia) somada a obtida na dieta (1g/dia para
dietas onivoras) se iguala a taxa de degradacdo espontanea da Cr e
fosfocreatina (PCr) sob a forma de creatinina, por reacdo ndo enzimatica
(Harris et al., 1992; Gualano et al., 2010).

Levando em consideracdo que todas as fun¢des celulares do nosso
organismo sao mediadas pela energia quimica gerada na quebra da adenosina
trifosfato (ATP), a principal e mais importante funcdo da Cr € a formacédo de
ATP via transferéncia do grupo N-fosforil advindo da PCr para a adenosina
difosfato (ADP), através de uma uUnica reacao reversivel catalisada pela enzima
creatina quinase (CK), formando assim o sistema creatina/adenosina
trifosfato/creatina quinase (Cr/ATP/CK). Nesse sistema, diante de uma
demanda energética alta e rapida, a Cr apos receber um grupamento fosfato
dentro da mitocondria é transformada em PCr e transportada para o citosol
onde ira reagir com uma molécula de adenosina difosfato (ADP) e um fon H*
formando assim uma molécula de Cr e outra de ATP. Dessa forma, uma
grande reserva de PCr fica disponivel para a regeneracdo imediata de ATP
hidrolisado durante curtos periodos de atividade fisica intensa. Além disso, o
sistema Cr/ATP/CK também pode atuar como um tampéo de energia espacial
para transportar fosfatos de alta energia entre as mitocondrias e os locais de
utilizacdo de ATP celular (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000; Gualano et al.,
2012), processo este que ocorre em todas as ceélulas excitaveis, incluindo
células musculares e 6sseas (Gerber et al., 2005).

A suplementacéo de Cr (3 a 20g/dia) é capaz de elevar os niveis de Cr e

PCr intracelular, aprimorando o fornecimento de energia mitocondrial. Em vista
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disso, ela tem sido postulada como uma possivel intervencédo dietética capaz
de compensar a diminuicdo de massa muscular em individuos idosos, mesmo
na auséncia de treinamento fisico (Devries e Phillips, 2014; Gualano et al.,
2014; Gualano et al.,, 2016). De fato, estudos demonstram que a
suplementacdo aguda de Cr (5 a 7 dias) é capaz de levar ao aumento da
resisténcia a fadiga, forca muscular e desempenho em tarefas do dia-a-dia em
idosos (Rawson et al., 1999; Rawson e Clarkson, 2000; Stout et al.,, 2007;
Gotshalk et al., 2008), assim como a suplementacéo cronica parece ter efeitos
benéficos similares (Tarnopolsky et al., 2007; Candow et al., 2008; Neves et al.,
2011a; Aguiar et al., 2013; Alves et al., 2013; Gualano et al., 2014; Wilkinson et
al., 2016).

Com relacdo aos mecanismos propostos para tal resultado, sabe-se que
apos ser absorvida pelo musculo esquelético e ter seu contetdo intramuscular
aumentado (processo que ocorre tanto em jovens quando em idosos) (Smith et
al., 1998; Rawson et al., 2002; Brose et al., 2003; Eijnde et al., 2003), a Cr leva
ao aumento da absorcéo de 4gua extracelular por osmose a fim de restaurar 0s
niveis de proteinas intramusculares, o que pode causar um estresse mecanico
que, ao que tudo indica, parece servir de gatilho para a ativagdo de genes que
estimulam a sintese proteica (Parise et al., 2001; Safdar et al., 2008). Além
disso, o aumento da Cr muscular parece ativar diversos fatores de regulacéo
miogénica, como MRF4 e miogenina (Willoughby e Rosene, 2003), que, por
sua vez, podem promover a ativacdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
satélites, que s&o necessarias para aumentar a sintese de proteinas

miofibrilares (Dangott et al., 2000; Vierck et al., 2003; Olsen et al., 2006). A
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suplementacdo de Cr também parece estimular essa sintese aumentando a
expressao de genes e proteinas envolvidos na sinalizacdo anabdlica classica
como, por exemplo, o fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1)
e a proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR) (Deldicque et al., 2005;
Burke et al., 2008). Por fim, é possivel que o aumento do contetdo de Cr
muscular aumente a qualidade dos treinos, ou seja, permita a utilizacdo de
maiores cargas durante o treinamento, resultando no maior aumento da sintese
de proteinas miofibrilares (Gualano et al., 2010).

Apesar dos importantes mecanismos descritos acima, ainda ha na
literatura, estudos nos quais a suplementacéo de creatina ndo se demonstrou
eficaz no musculoesquelético (Bermon et al., 1998; Carter et al., 2005; Eliot et
al., 2008; Lobo et al., 2015).

Quanto a massa Ossea, sabe-se que 0 0ssO €é um tecido
metabolicamente ativo que sofre remodelacdo continua ao longo da vida. Este
processo de remodelamento 6sseo é mediado através da atividade de células
denominadas osteoclastos e osteoblastos, que sao responsaveis pela
reabsorcdo e formacéo 6ssea, respectivamente (Furuya et al., 2018). Levando
em consideracdo que cerca de 10% de o0sso é renovado a cada ano (Cohen,
2006) as células que compbe o tecido 6sseo necessitam de grande aporte
energético para que proliferem-se e diferencie-se, a fim de manter o processo
de remodelamento ativo. Essa energia advéem tanto do metabolismo glicolitico
e oxidativo quanto do sistema Cr/ATP/CK, sugerindo um possivel papel deste

composto no tecido 6sseo.
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No entanto, os resultados disponiveis na literatura sobre o efeito da
suplementacdo de Cr na atenuacdo da perda 0ssea em mulheres na poés-
menopausa sao bastante controversos. A hipétese de que a Cr poderia exercer
importante participacdo no metabolismo 0sseo foi primeiramente sugerida com
base na identificagdo de isoformas da CK no osso (Wallimann et al., 1994;
Wallimann et al., 2011) e corroborando com esse achado, ensaios in vitro
indicaram que estimulos capazes de induzir o desenvolvimento da massa
Ossea, tais como: IGF-1 e horménio paratireoidiano (PTH), elevam
concomitantemente a atividade da CK, sugerindo que o sistema Cr/ATP/CK
esteja associado ao processo de remodelamento 6sseo (Soémjen et al., 1985;
Somjen e Kaye, 1994).

De fato, estudos pré-clinicos tem demonstrado que a Cr é capaz de
estimular o desenvolvimento e a diferenciacdo de osteoblastos, células
responsaveis pelo processo de formacdo oOssea (Gerber et al.,, 2005). Da
mesma maneira, a administracdo de acido B-guanidinopropiénico (GPA), um
analogo da Cr, competidor da captacéo celular desse substrato, que resulta em
dréasticas reducdes dos niveis de Cr e PCr intracelulares e, consequentemente,
em alteragcdes no sistema Cr/ATP/CK, provoca distarbios na ossificacdo
endocondral in vitro e in vivo (Funanage et al., 1992). Adicionalmente, a
suplementacdo de Cr demonstrou eficiéncia na melhora de parametros
biomecanicos e na densidade mineral 6ssea (DMO) de ratos Sprague-Dawley,
independentemente do treinamento fisico concomitante (Antolic et al., 2007).

No entanto, dados clinicos permanecem controversos.
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Estudo de Louis et al. (2003), relatou aumento da densidade mineral
0ssea (3%) e reducao estatisticamente significante no marcador de reabsorcéo
Ossea telopeptideo C-terminal do colageno tipo | (CTX) de pacientes nao-
exercitados com distrofia muscular suplementada com Cr (3 g/dia) apés 12
semanas. Além disso, outros dois estudos demonstraram que a suplementacao
de Cr (0,1 g/Kg de peso/dia, correspondendo a cerca de 7-8g/dia) atenuou a
reabsorcdo 6ssea em mulheres mais velhas (Chilibeck et al., 2015) e em
homens (Candow et al., 2008) engajados em um programa de treinamento de
forca. Em contrapartida, um estudo do nosso grupo demonstrou que a
suplementacdo de Cr (1g/dia) sem treinamento ndo alterou os parametros de
saude 6ssea em mulheres pés-menopausadas (Lobo et al., 2015).

Atualmente, discute-se intensamente se os efeitos observados da Cr
sobre o metabolismo 0sseo se devem a uma acao direta do sistema
Cr/ATP/CK sobre esse tecido ou apenas refletem o maior ganho de massa
muscular advindo desse suplemento, 0 que consequentemente provocaria
maior tracdo sobre 0 0sso, estimulando, portanto, uma maior formacao 6ssea.
Corroborando com isso, Chilibeck et al. (2005) observaram aumento
significativo do contetdo mineral ésseo nos membros superiores de homens
idosos, apés 12 Semanas de suplementacdo de Cr (0,3g/kg por 5 dias e
0,07g/kg até o final do estudo) associada ao treinamento de forca. De acordo
com os autores, o ganho de massa 6ssea observado, poderia ser secundario
ao aumento da for¢ca e massa muscular.

Adicionalmente, os estudos sobre a relacdo entre massa muscular e

0SS0 concentram-se na avaliacéo do efeito muscular sobre a densidade mineral
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O0ssea geralmente avaliada por absorciometria por dupla emissdo de raios-X
(DXA), mas sabe-se também que o risco de fratura ndo é explicado apenas
pela reducdo da quantidade de osso (Runge e Schacht, 2005; Liu et al., 2010).
A qualidade do tecido 6sseo, no que diz respeito a sua microarquitetura e
resisténcia, sdo parametros fundamentais na avaliacdo de pacientes sob risco
de fratura por fragilidade (Boutroy et al., 2008).

Assim, tem havido grande interesse no desenvolvimento de novos
métodos de imagem capaz de medir a microestrutura do 0sso, que poderiam
ser utilizados na andlise da densidade mineral 0ssea volumétrica e da
microestrutura 0ssea (Liu et al., 2010) permitindo avaliar mais detalhadamente
a qualidade 6ssea. Dessa forma surge um novo método de captacédo de dados
para avaliacdo da densidade e estrutura 6sseas em trés dimensdes in vivo: a
Tomografia Computadorizada Quantitativa periférica de Alta Resolu¢do (em
inglés, HR-pQCT). O uso da HR-pQCT para avaliacao tridimensional (3D) da
estrutura 6ssea foi introduzido por Feldkamp et al., (1989) e desde entédo, esta
tecnologia se tornou o padrdo-ouro para avaliar a arquitetura 3D do osso das
regibes de radio e tibia distal em humanos, estimando a densidade mineral
Ossea volumétrica e a estrutura 0ssea trabecular e cortical (Macneil e Boyd,
2008). Apesar disto, ndo existem estudos utilizando a HR-pQCT para avaliar o
efeito da suplementacéo de 3g/dia de creatina na qualidade Gssea.

Dessa forma, o presente estudo tem grande ineditismo e relevancia
clinica na medida em que propde a avaliacdo da suplementacao de Cr (3 g/dia)
por 24 meses em 200 mulheres pés-menopausadas com osteopenia utilizando

metodologias ainda pouco exploradas. E importante ressaltar, que os ensaios
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clinicos disponiveis tém sido limitados por seguimentos de curto prazo e
amostras pequenas, impedindo qualquer conclusdo sobre o papel da
suplementacdo de Cr na prevencao da perda 6ssea. Tal desenho faz deste o
estudo mais longo e com maior nimero amostral na literatura cientifica a
avaliar os efeitos da suplementacdo de Cr na massa 0ssea, forca, funcédo e

massa muscular em uma populacdo de mulheres pds-menopausadas.



2.0BJETIVOS



OBIJETIVOS

O objetivo primario desde estudo foi investigar os efeitos da
suplementacdo de Cr (3g/dia) por 2 anos em mulheres pds-menopausadas
com osteopenia por meio da analise das:

a) densidade mineral 6ssea areal

b) densidade mineral 6ssea volumétrica e microarquitetura 6ssea

O objetivo secundario foi verificar os efeitos a longo prazo da

suplementacao de Cr sobre a composicéo corporal, fungéo e forca musculares.



3.METODOS
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3.1 Protocolo experimental

Foi conduzido um ensaio clinico de dois anos, duplo-cego, controlado
por placebo e aleatorizado durante o periodo de novembro de 2011 a
dezembro de 2017 na Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP). O estudo foi inscrito no banco de ensaios aleatorizados ClinicalTrial
(clinicaltrials.gov - niumero de identificacdo NCT01472393) conforme solicitado
pelos principais jornais cientificos. Antes de participarem da intervencdo, o0s
sujeitos passaram por avaliacdo clinica com o intuito de verificar os critérios de
elegibilidade. Duzentas voluntérias foram separadas e incluidas aleatoriamente
em dois grupos 1) Cr e 2) Placebo. O periodo de suplementacdo (Cr ou
placebo ) foi de 24 meses.

No periodo basal (Pré), apo6s 12 (P6s-12) e 24 meses (Pés-24), as
pacientes realizaram avaliacbes da DMO (coluna lombar, fémur total, colo de
fémur), composicéo corporal, coleta de sangue (marcadores Gsseos e exames
bioguimicos laboratoriais), funcéo fisica, forca muscular e consumo alimentar.
Apenas no periodo P0s-24, as pacientes foram questionadas sobre o numero
de quedas e a ocorréncia de fraturas durante o estudo. Somente nos periodos
Pré e P0s-24 as pacientes realizaram exame de HR-pQCT para avaliacdo da
densidade mineral 0ssea volumétrica e da microarquitetura 0ssea. Possiveis

efeitos adversos foram autorrelatados durante todo o estudo. A seguranga



METODOS

também foi avaliada através de parametros padrdao de sangue e urina nos
periodos Pré e P6s-24. No periodo Pré, as participantes foram classificadas
como fisicamente ativas (ou seja, 2150 min/semana) ou inativas (Hallal et al.,
2010) para uma subanalise planejada. A coleta e a analise de dados foram
cegas para todos os envolvidos nas avaliagbes de resultados e na analise

estatistica. O protocolo experimental do estudo esté ilustrado na figura 2.

Suplementacao de Creatina (3 g/dia ) ou Placebo (3 g/dia)

Inicial 12 meses 24 meses

Pré Pés-12 Pos-24
v DXA v DXA v DXA
v" HR-pQCT v" Marcadores ésseos e exames v HR-pQCT
v Marcadores 0sseos e exames bioquimicos v" Marcadores dsseos e exames
bioguimicos v' Consumo alimentar bioquimicos
¥ Consumo alimentar v Forga e fungéo muscular ¥ Consumo alimentar
v" Forga e fungdo muscular ¥ Forga e fungdo muscular
¥ Numero de quedas e fraturas

Figura 2. Protocolo experimental do estudo

3.2 Aprovacédo do comité de ética

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Local em Pesquisa
Humana da Universidade de S&o Paulo a Universidade de Sao Paulo

(CAPPesq) sob o numero 0184/09 (Anexo A).

3.3 Recrutamento e selecéo de voluntarias

A divulgacao foi realizada através de publicidade na midia e a selecéo
realizada na FMUSP, no laboratério de metabolismo ésseo, sob supervisao da

Profa. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira.



METODOS

Critérios de inclusao utilizados:

e Mulheres p6s-menopausadas com idade entre 45 e 70 anos;

e Osteopenia (-1> T-score >-2,5 DP) na coluna lombar, colo do
fémur ou fémur total

Critérios de excluséo utilizados:

e Uso de medicamentos ou suplementos nutricionais que poderiam
ter efeito no metabolismo Osseo: bisfosfonatos, teriparatida,
corticosteroides, terapia de reposicdo hormonal, calcio e vitamina
D;

e Diabetes;

e Baixo indice de Massa Corporal (IMC) (<18,5 Kg/m?);

e Envolvimento articular que comprometesse a realizacdo dos
testes fisicos aplicados;

e Suplementacéo de Cr a pelo menos um ano.

Todas as participantes que se adequaram ao perfil supracitado foram
convocadas mais uma vez para serem informadas sobre todos os detalhes do
estudo e assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos B)

de acordo com a Declaracdo de Helsinque.

3.4 Suplementagdo e vendamento

Os suplementos foram fornecidos conforme o modelo duplo-cego. A
aleatorizacao foi realizada utilizando um cédigo de randomizacdo gerado por

computador (inicialmente, 220 codigos foram gerados, entretanto apenas 200
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foram usados, devido a taxa de desisténcia ser mais baixa do que a esperada).
Os grupos foram revelados apenas apds o término da analise estatistica.

O grupo Cr recebeu 3g de Cr monohidrato (Creapure®, AlzChem GmbH,
Alemanha) ingeridos em 3 doses Unicas de 1g de Cr formuladas em
comprimido durante todo periodo experimental, enquanto o grupo placebo
recebeu a mesma dose de dextrose. Todos as voluntarias foram orientadas a
ingerir o suplemento ao longo do dia (manha, almoco, noite). Os comprimidos
de Cr e placebo eram indistinguiveis um do outro, tendo a mesma aparéncia,
sabor e cheiro. Os pacotes de suplementos foram codificados de forma que
nem os pesquisadores nem as participantes estavam cientes do contetdo. A
adesdo a suplementacdo foi monitorada mensalmente por meio de ligacdo

telefénica e pela devolucéo dos pacotes apds o consumo do suplemento.

3.5 Avaliacdo da densidade mineral 6ssea e composicao corporal

A densidade mineral éssea, massa magra e gorda foram avaliadas por
meio do DXA, usando o equipamento Hologic QDR 4500A (Hologic Inc.
Bedford, MA, EUA, modelo Discovery). Os exames foram realizados sempre
pela manha (entre 8:00h e 12:00h) e todos as participantes foram orientadas a
esvaziar a bexiga antes do exame. A DMO foi determinada nos seguintes
locais: coluna lombar, colo do fémur, fémur total e corpo inteiro. O erro de
precisdo para a medida de DMO foi determina com base no protocolo padréo
da The International Society for Clinical Densitometry. (Shepherd et al., 2006).
A menor variagcdo considerada foi de 0,033 g/cm? para coluna lombar; 0,047
g/cmz? para colo de fémur; 0,039 g/cm2 para fémur total e 0,010 g /cm? para

COorpo inteiro.
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3.6 Densidade mineral 6ssea volumétrica e microarquitetura éssea

A vBMD e a microarquitetura O0ssea foram avaliadas em uma sub
amostra (n: 30 por grupo, e avaliada apenas no Pré e Pés-24), utilizando a HR-
pQCT (XtremeCT Scanco Medical AG, Brttisellen, Switzerand) de radio e tibia
distal. Esta ferramenta utiliza um detector de matriz de duas dimensfes, em
combinagdo com um ponto de foco e tubos de raios-X de 0,08 mm, permitindo
a obtencdo simultanea de 110 seccdes tomograficas com uma resolucéo
nominal (tamanho do voxel) de 82 um.

O antebraco e a perna dos participantes foram imobilizados durante o
exame com uma concha de fibra de carbono anatomicamente formada para
evitar artefatos de movimentacdo, os quais poderiam levar a necessidade de
reescaneamento. Inicialmente foi feita uma radiografia convencional pelo
préprio aparelho. Uma linha de referéncia foi colocada manualmente na placa
terminal do radio e tibia distal. A regido avaliada tem a dimensao de 9,02 mm
ao longo do eixo axial do 0sso, localizado no radio distal a 9,5 mm proximal a
linha de referéncia e na tibia 22,5 mm proximal a linha de referéncia. A
obtencdo das imagens demorou cerca de trés minutos, obtidas por um Gnico
operador e com baixa dose de radiacdo. O exame apresenta as seguintes
configuracdes: corrente do tubo de raios-X de 95 mA, potencial de tubo de
raios-X de 60 kVp e uma matriz 1536 x 1536.

Finalizada a obtenc¢éo das imagens, o sistema faz automaticamente uma
avaliacao inicial que consta de dois processos: transformacgédo dos dados

digitais em imagens seccionais; constru¢do de um modelo 3D.
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A partir das imagens obtidas por tomografia o sistema automaticamente
delimita a regido 6ssea a ser analisada. O limiar utilizado para descriminar o
osso cortical do trabecular € um terco da densidade cortical aparente. A média
da espessura cortical é definida como a média do volume cortical dividido pelo
valor da superficie externa 0ssea, por outro lado a densidade mineral 6ssea
trabecular é computada como a média da densidade mineral dentro do volume
de interesse trabecular. A fracdo do volume d&sseo trabecular (BV/ITV) é
determinada da densidade mineral éssea volumétrica trabecular (tb.vBMD)
assumindo uma densidade O6ssea completamente mineralizada de 1200 mg
HA/cm3. O namero de trabéculas (Tb.N, 1/mm) é obtido como o inverso da
distancia média entre os eixos da estrutura observada. A espessura trabecular
(Tb.Th, mm) e a separacdo das trabéculas (Tb.Sp, mm) s&o calculadas
utilizando métodos sem derivados.

Os seguintes parametros foram analisados: Parametro de densidade
volumétrica (mg HA/cm?3): Densidade mineral 6ssea volumétrica total
(Tt.vBMD); Densidade mineral 6ssea volumétrica trabecular (Tbh.vBMD);
densidade mineral Ossea volumétrica cortical (Ct.vBMD); parametros de
microestrutura: Fracdo do volume Osseo pelo volume trabecular (BV/TV);
NUumero de trabéculas (Tb.N, 1/mm); Espessura trabecular (Tb.Th, mm);
Separacdo de trabéculas (Th.Sp, mm); Espessura cortical (Ct.Th, mm)
(Alvarenga et al., 2017). A HR-pQCT mostrou um coeficiente de variacdo de
0,93 a 1,41% no radio distal e 0,25 a 1,16% na tibia para medidas de
densidade volumétrica e 1,49 a 7,59% no radio distal e 0,78 a 6,35% na tibia

para parametros estruturais (Paupitz et al., 2016).



METODOS

3.7 Exames laboratoriais e marcadores 6sseos

Foram coletados cerca de 20ml de sangue da veia ante cubital apés
jejum noturno de 12 horas para analises de paratorménio sérico, vitamina D,
alanina aminotransferase, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase,
creatina fosfoquinase, proteina C-reativa, glicose e creatinina. Foi realizada
também coleta urinaria, onde a paciente foi orientada a coletar a primeira
diurese do dia em um frasco fornecido pelos pesquisadores, sempre
desprezando o0 primeiro jato, para analise de creatinina, calcio e
microalbumindria. As analises foram realizadas no Laboratério Central do
Hospital das Clinicas.

No mesmo dia e horario (entre 8:00h e 10:00h da manha) uma amostra
de sangue foi centrifugada e armazenada a -80°C para posterior analise das
concentracbes de CTX (Telopeptideo C-terminal do colageno tipo I) e do
propeptideo amino-terminal do colageno tipo | (P1NP), marcadores de
reabsorcdo e formacdo Ossea, respectivamente. Tais concentracfes foram
determinadas por um sistema automatizado de eletroquimioluminescéncia
(E411, Roche Diagnostics®, Mannheim, Alemanha). O limite sérico de deteccao
de CTX foi de 10 ng / L e os coeficientes de variacdo (CVSs) intra e inter ensaio
(CVs) foram de 2,5% e 3,4%, respectivamente. Os CVs intra e inter ensaio
séricos de P1NP foram de 2,2% e 1,8%, respectivamente, com um limite de

deteccdode 5 ug/ L.
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3.8 Avaliacdo de quedas e fraturas

A avaliacdo de quedas e fraturas foi realizada através de um
questionario simples, aplicado ao final do estudo (p6s-24) onde as voluntarias
foram questionadas sobre a ocorréncia de quedas e fraturas nos ultimos dois

anos.

3.9 Avaliacdo da forca e funcdo muscular

Foi avaliada a forca de preensdo manual (handgrip) através de um
dinamometro modelo JAMAR. O teste foi realizado com a mao dominante da
voluntaria, a qual se manteve na posicdo padronizada pela sociedade
americana de terapeuta de maos. As voluntarias aplicavam o maximo de forca
de preensdo manual por cinco segundos. Foi considerado o maior valor obtido
apos trés tentativas, com um minuto de descanso entre elas.

Para a avaliagdo da fungdo muscular foi conduzido o teste “timed-
stands” no qual é anotado o tempo necessario para a voluntaria levantar e
sentar 10 vezes de uma cadeira utilizando apenas os membros inferiores. Ja a
mobilidade funcional foi avaliada pelo teste “timed “Up & Go” (Podsiadlo e
Richardson, 1991), que avalia o tempo que uma pessoa leva para levantar-se
de uma cadeira, caminhar trés metros, dar uma volta de 180 graus, e retornar a

cadeira.

3.10 Avaliagdo do consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por meio de trés recordatorios
alimentares de 24 horas realizados em dias separados (dois dias da semana e

um dia de final de semana) no Pré, P6s-12 e Pés-24. Os dados das trés



METODOS

avaliacdes foram tabulados por um Unico nutricionista treinado, com auxilio do
programa Avanutri versdo online. Foram analisadas a ingestdo energética (em
quilocaloria), e macronutrientes (em gramas). Foi avaliado também o consumo
de Cr (g) presente na dieta, através de tabelas especificas contendo alimentos

fontes de Cr.

3.11 Calculo do tamanho da amostra e analise estatistica

O tamanho da amostra foi estimado usando o software G-Power®
(versdo 3.1.2 — Universitat Kiel, Alemanha). Foi determinado que 126
individuos seriam necessarios para assumir um poder (1 — erro ) de 0,80 e a
de 0,05, com um effect size estimado em 0,2 para o efeito da suplementacéo
de Cr na DMO do colo do fémur, que representaria uma diferenca de 3% entre
grupos e um desvio padrao de 0,15 para cada grupo. A fim de contabilizar as
possiveis desisténcias ao longo do seguimento e os multiplos desfechos
secundarios, a amostra foi ampliada para 200 participantes.

One-way ANOVA e qui-quadrado com teste de correcédo de Yates foram
utilizados para comparar as caracteristicas basais entre os grupos. O qui-
quadrado também foi utilizado para comparar a propor¢ado entre grupos que
tiveram quedas e fraturas.

As potenciais mudancas nas varidveis dependentes entre as
participantes tratadas com Cr e placebo foram avaliadas pela abordagem de
equacdes de estimativas generalizadas (EEGs), com base na hipotese de
distribuicdo binomial, funcéo logit link e correlacdo de trabalho intercambiavel
com grupo (CR e PL) e tempo (Pré, Pds-12 e Pés-24) como fatores fixos, e

sujeitos como um fator aleatorio. Através do EEGs também foram realizadas
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subanalises para os parametros de DMO, composicéo corporal, forca e funcéo
musculares, levando em consideracdo a adesdo a suplementacdo (ou seja,
<80% e 280%) e niveis de atividade fisica (fisicamente ativos e fisicamente
inativos). Todos os modelos de EEGs foram ajustados para a ingestao dietética
de Cr no inicio do estudo, adesdo a suplementacao e atividade fisica. O teste
de Bonferroni foi utilizado para correcdo post-hoc de comparacbes multiplas.
Todas as analises foram realizadas no pressuposto da intencdo de tratar
(exceto para variaveis HR-pQCT, avaliadas por uma abordagem de caso
completo), utilizando o pacote estatistico SAS (versao 9.3).

Todos os dados foram expressos como média + intervalo de confianca
de 95% (IC 95%). O nivel de significancia adotado para rejeitar a hipotese nula

foi de p <0,05.



4. RESULTADOS



4.1 Participantes

RESULTADOS

Setecentos e trés sujeitos responderam ao convite por e-mail e telefone,

353 foram examinados, dentre os quais 200 atingiram os critérios de incluséao.

Durante o acompanhamento, 30 participantes desistiram (15 no grupo Cr e 13

no grupo placebo por motivos pessoais e um em cada grupo por orientacao

médica). O Fluxograma do estudo € ilustrado na figura 3.

Interessadas em participar do
estudo (n =703)

N&o cumpriram os critérios de
inclusdo (n = 503)

Aleatorizadas
(n =200)

Grupo Cr
(n =1086)

Grupo PL
(n=94)

Pacientes que desistiram

Restricdo médica (n = 1)

Motivos pessoais (n= 15) Seguimento (24 meses)

Grupo PL
(n=14)
Motivos pessoais (n= 13)
Restricdo médica (n = 1)

(n = 106)

Analisadas grupo Cr Analisadas grupo PL

(n=94)

Figura 3. Fluxograma dos pacientes




RESULTADOS

N&do foram encontradas diferencas demograficas, antropométricas e

clinicas significativas entre o grupo Cr e o grupo placebo no periodo inicial

(Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas, antropométricas e clinicas dos
grupos creatina e placebo

Creatina
(n= 106)
Idade, anos 57,4 (5,7) 58,1 (5,8) 0,35
Altura, m 1,57 (0,07) 1,56 (0,06) 0,80
Peso, kg 68 (10,6) 69,3 (10,9) 0,80
IMC, kg/m? 27,8 (4,4) 28,5 (4,4) 0,46
Tempo de menopausa, anos 9,3(6,1) 9,6 (6,6) 0,61
Etnia, n (%)
Branca 86 (81,1) 75 (79,8) 0,86
Negra 18 (17) 17 (18,1) 0,85
Asiéatica 21,9 2(2,1) 1
Fumante atual, n (%) 9 (8,5) 9 (9,6) 0,98
Nivel de atividade fisica, n (%)
Ativo 82 (77,4) 75 (79,8) 0,81
Inativo 24 (22,6) 19 (20,2) 0,81
Doencga, n (%)
Hipertenséo 23 (21,7) 29 (30,9) 0,19
Osteoartrite 1(0,9) 5(5,3) 0,16
Depresséo 0 (0) 2(2,1) 0,43
Fibromialgia 0 (0) 1(1,1) 0,95
Dislipidemia 4 (3,8) 3(3,2) 0,82
Medicamentos, n (%)
Anti-hipertensivo 9 (8,5) 14 (14,9) 0,23
Estatina 17 (16) 10 (10,6) 0,36
Anti-inflamatério 1(0,9) 0 (0) 0,34
Antidepressivo 10 (9,4) 10 (10,6) 0,96
Hormonio datireoide 3(2,8) 10 (10,6) 0,051
IBP 3(2,8) 2(21) 0,75

Dados expressos em média + desvio padrao e porcentagem (%); IMC: indice de massa
corporal; IBP: inibidores da bomba de prétons.
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4.2 Eficiéncia do vendamento e adesao a suplementacéo

Dezenove pacientes (17,9%) acertaram o suplemento ingerido no grupo
Cr e 23 (24,5%) acertaram no grupo PL. Nao houve diferenca para a taxa de
acerto entre os grupos (p = 0,30). A adesé&o ao protocolo de suplementacéao foi
de 72 + 36,5% e 70 = 34,5% em CR e PL, respectivamente. Nao houve

diferenca entre os grupos (p = 0,88).

4.3 Densidade mineral 6ssea e composicéao corporal

A DMO da coluna lombar (figura 4), do colo do fémur (figura 5) e do
fémur total (figura 6) diminuiu ao longo do tempo (Efeito principal de tempo; -
0,008; IC: -0,003 a -0,013 g/cm?; p <0,001; -0,015; IC: -0,011 a - 0,019 g/cmz, p
<0,001; -0,005, IC: 0 a -0,019 g/cm?, p = 0,032, respectivamente). Essas
diminui¢cdes, no entanto, ndo ultrapassaram a variacdo minima significativa. A
DMO do corpo inteiro (figura 7) ndo apresentou alteracdo ao longo da
intervencdo (p >0,05). E importante ressaltar, que nenhum efeito de interagéo
grupo e tempo foi observado para quaisquer parametros de DMO (p >0,05).

Com relacdo as variaveis de composicdo corporal, a massa magra total
e o indice de massa muscular apendicular aumentaram ao longo da
intervencao (efeito principal de tempo), sem nenhum efeito da suplementacao

de Cr (Tabela 2).
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RESULTADOS

0,94

0,81

DMO fémur total (g/cm?)

0,74

Pré Pos-12 Pos-24

Figura 6. DMO fémur total

DMO corpo inteiro (g/cm?)

0,94

0,8 T T T
Pré Pos-12 Pés-24

Figura 7. DMO corpo inteiro



RESULTADOS

Tabela 2. Dados de densidade mineral 6ssea e composi¢ao corporal dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=106) Placebo (n=94) EEGs
Parametros Pré P6s-12 P6s-24 Pré P6s-12 Po6s-24 p EPT p GT
Densidade mineral
O6ssea
) 0,909 0,892 0,896 0,896 0,889 0,894 w3
Coluna lombar, g/cm (089320,927) (0,873a0911) (0,877a0915) (0880a0,912)  (0,871a0,908)  (0,876a0,912)  <0:001 0,07
1.4 1,6 15 15 1,6 1,6 8
T-score (15a-13) (1.7a-14) (1.7a-14) (L6a-14) (184a-15) (1.8a-15 <0001 0,86
) ) 0,719 0,708 0,700 0,713 0,711 0,702 "
Colo do fémur, gicm (0,706 20,731)  (0,695a0,721) (0,688a0,712) (0,698a0,728)  (0,696a0,725)  (0,687a0,717) ~0.001 0,10
] 13 1,4 1,4 1.3 1.3 14 g
T-score (14 a-14) (15a-12) (15a-13) (15a-12) (15a-12) (15a-1,3)  <0.001 0,26
Femur total. alem? 0,834 0,830 0,824 0,836 0,841 0,838 0oz 006
9 (08202 0,849) (0,815a0,845) (0,809a0,839) (0,819a0,855)  (0,821a0,861) (0,819 a 0,857) ! !
0,9 0,9 1,0 0,9 0,9 0,9 #5
T-score (11a-08) (1L1a-08) (1.2a-09) (1L1a-08) (1L1a-08) (14a-08 0020 0,18
Coroo inteiro. alom? 1,011 1,008 1,007 1,002 1,001 1,003 042 024
P 9 (099721025 (0,994a1,022) (0,992a1,021) (0989a1015)  (0,989a1,014) (0,989 a1,016) : !
14 1,4 1,4 1,5 1,5 15 .
T-score (152a-1,2) (162a-12) (162a-12) (162-13) (1.7a-1,4) (1,7a-13 0022 0,56
Composicéo corporal
408 41,1 41,1 40,7 411 41,2 .
EESRmEYR ) g (39,8 2 41,7) (40,2 a 42,1) (40,1 a 42,1) (39,7 2 41,7) (40,1 a 42,1) 4022423 <0001 OifE
6,9 7,0 7.0 6.9 7.1 7.1 .
2
MMA, kg/m 67a71) 6.8a7,1) 6.82a72) 6.827.1) 6.82a72) 6.9273) <0,001 0,39
25,7 25,7 25,5 26,5 26,7 26,8
e (24,1 a27,2) (24,1 a27,2) (23,9 a 26,6) (24,9 a 27,9) (25,2 a 28,2) (25,4 a 28,3) b2 U
36,9 36,8 36,6 37,9 37,9 37,9
. , , , , , ,
Massa gorda total, % (35,8 2 38,1) (35,6 2 37,9) (35,4 2 37,7) (36,8 2 38,9) (36,8 a 38,9) (36,9 2 38,9) 0,64 0,60

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). SignificAncia: p <0,05; EEGs: equacdes de estimativas generalizadas, EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacdo grupo e tempo; MMA: Massa muscular apendicular. Significado dos simbolos: *Pré vs Pé6s-12; # P6s-12 vs P6s-24; $

Pré vs. P6s-24.
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4.4 Densidade mineral 6ssea volumétrica e microarquitetura 6ssea

Na regido de tibia, Tt.vBMD, Ct.vBMD e Ct.Th diminuiram ao longo do
tempo (efeito principal de tempo; p <0,05). Nenhum efeito da suplementacéo
de Cr foi detectado (efeito de interacdo; todos p >0,05). Tb.N e Tb.Th néo
apresentaram alteracdo durante a intervencéo (Tabela 3).

Na regido de radio distal, Tt.vBMD, Th.vBMD, Ct.vBMD, BV/TV e Ct.Th
diminuiram ao longo do tempo (efeito principal de tempo; todos p <0,05), mas
novamente, nenhum efeito da suplementacdo foi observado (efeito de
interacdo; todos p >0,05). As outras variaveis permaneceram inalteradas

(Tabela 4).

4.5 Marcadores 6sseos e parametros laboratoriais

Com relacdo aos marcadores 6sseos, houve uma elevacdo dos niveis
séricos de CTX ao longo do tempo (efeito principal de tempo; p <0,001), sem
nenhum efeito da suplementacédo de CR (efeito de interagdo grupo e tempo: p
= 0,65). Os niveis séricos de P1NP ndo apresentaram alteracdo durante a
intervencao (Tabela 5).

N&do houve efeito de interacdo grupo e tempo para nenhum dos
parametros laboratoriais avaliados. Com excecao de ténues aumentos (dentro
da faixa de normalidade) de vitamina D e creatinina sérica (efeito principal de
tempo; ambos p = 0,001) (Tabela 5).

Nenhum efeito adverso foi auto relatado durante o estudo.
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Tabela 3. Dados de densidade mineral 6ssea volumétrica e microarquitetura 6ssea da tibia distal avaliadas por HR-

pQCT dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=30) Placebo (n=30) EEGs
Parametros Pré Pés-24 Pré Pés-24 p EPT p GT
Densidade
TLBMD, mg HA/cm? (251228285) (242220277) (266221297) (2632;9294) 0,002 0,09
110244 (D), g L (130120151) (1291:10151) (1351:6157) (1361;18160) U e
CtBMD, mg HA/cm? (843823883) (815827859) (863820897) (843821879) <0001 011
Estrutura 6ssea
BVITV (0,10%’2107,125) (0,10%18,125) (0,11%;25,131) (0,1181'223133) 0,52 023
Tb.N, 1/mm (1,4; N i,67) (1,501 ':i,eg) (1,511 ':11,72) (1,481 ,22,68) 06 A0
Tb.Th, mm (0,07%'273,078) (0,06%'273,077) (0,07%(;73081) (0,06%'(;78,082) 071 0,86
TR, M (0,53%’275,615) (0,53%1273,613) (0,52%265,601) (0,53%2175,614) DL g
CtTh, mm (0,951 'gi,lz) (0,95 §91,09) (1,0& . ?,16) (0,97l ’251,13) 0,001 0.72

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equacdes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacdo grupo e tempo; Tt.BMD: densidade mineral éssea total; Tb.BMD: densidade mineral 6ssea trabecular; Ct.BMD:
densidade mineral 6ssea cortical; BV/TV: fragdo do volume 6sseo pelo volume trabecular; Th.N: nimero de trabéculas; Th.Th: espessura trabecular;
Th.Sp: separacao de trabéculas; Ct.Th: espessura cortical.
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Tabela 4. Dado de densidade mineral 6ssea volumétrica e microarquitetura 6ssea do radio distal avaliadas por HR-

pQCT dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=30)

Placebo (n=30)

Parametros Pré P&6s-24 Pré P6s-24 p EPT p GT
Densidade
TtBMD, mg HA/em? (276226316) (261222302) (305322340) (2983;6334) <0,001 0,06
ULBLELABH i) (5 (137137157) (1331:4155) (144126167) (142124165) ghoe 20
CLBMD, mg HA/cm? (841824:388) (80886313857) (8558;5895) (833824874) <0,001 0,14
Estrutura éssea
BVITV (0,1181';203,131) (0,11%;18,129) (0,12%’;23,139) (0,11(2)3’;2(2)3,138) 0,004 0,49
VAN, 410 (1,721 . 3,89) (1,74% 'a81,94) (1,821 ’:32,04) (1,72 . tﬁi,97) 0,49 0,048"
Tb.Th, mm (0,0691’2163072) (0,06%21605,069) (0,06?1’%65,070) (0,06%(;6(?,074) 0.82 0,008
UESI2, (L (0,46%,195,525) (0,45%288,519) (0,42%’163,503) (0,4481";8(?,535) 0,29 0,050"
Ct.Th, mm (o,ef N 2,74) (0,55o N %,69) (o,eg . 50,80) (0,6((5) . %,78) <0,001 0.17

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equagbes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacdo grupo e tempo; Tt.BMD: densidade mineral dssea total; Th.BMD: densidade mineral dssea trabecular; Ct.BMD:
densidade mineral 6ssea cortical; BV/TV: fracdo do volume dsseo pelo volume trabecular; Th.N: nimero de trabéculas; Th.Th: espessura trabecular;
Th.Sp: separacdo de trabéculas; Ct.Th: espessura cortical. Apesar da significante interacdo entre grupo e tempo, nenhuma diferenca entre grupos foi
observada ap0s as correc¢des pds hoc (p >0,05 para comparacao entre grupo).
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Tabela 5. Dados de marcadores 0sseos e outros parametros laboratoriais dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=106)

Placebo (n=94)

Parametros

Marcadores 6sseos
CTX, ng/mL

P1NP, ng/mL

Parametros
laboratoriais

PTH, pg/mL

250HD, ng/mL

Calcio sérico, mg/dL
Calcio urinério, mg/dL
ALT, U/L

Fosfatase alcalina, U/L
AST, U/L

CPK, U/L

Creatinina sérica, g/dL

Pré

0,285
(0,256 a 0,314)

60,6
(55,4 a 65,7)

45,2
(42,3 a 48,1)
21,7
(20,1 a 23,3)
9,5
(9,4a9,5)
110,3
(93,5 a 126,9)
20,1
(16,9 a 23,3)
78,4
(73,9 a 82,9)
20,5
(18,4 a 22,6)
109,4
(98,9 a 119,9)
0,71
(0,69 a 0,73)

P6s-12

0,332
(0,297 a 0,366)
62,6
(56,6 a 68,5)

47,5
(43,9 a51,0)
23,9
(21,9 a 25,9)
9,4
(9,3a9,5)
112,9
(93,6 a 132,2)
19,3
(17,3 a21,3)
79,0
(74,3 2 83,7)
19,5
(17,7 a21,2)
111,5
(92,7 a 130,2)
0,76
(0,71 a 0,80)

P6s-24

0,394
(0,359 a 0,427)
62,7
(57,5 a 67,9)

51,2
(47,3 a55,1)
25,1
(22,6 a 27,6)
9,5
(9,5a9,5)
118,2
(100,5 a 135,8)
19,3
(17,8 2 20,7)
77,7
(73,4 a 81,9)
19,6
(18,5 a20,7)
114,6
(100,1 a 129,1)
0,76
(0,72 a2 0,79)

Pré

0,254
(0,229 a 0,279)

58,9
(53,6 a 64,3)

47,7
(43,7 a51,6)
20,4
(18,8 a 21,9)
9,5
(9,4a9,7)
132,1
(107,6 a 156,5)
22,9
(20,6 a 25,2)
81,2
(76,7 a 85,6)
21,1
(19,6 a 22,6)
111,9
(102,5 a 121,2)
0,72
(0,69 a 0,74)

P6s-12

0,304
(0,268 a 0,339)

58,9
(52,7 a 65,1)

51,2
(45,4 a 57,0)
22,9
(19,7 a 26,3)
9,5
(9,3a9,6)
137,2
(110,5 a 163,9)
26,1
(20,7 a 31,4)
81,9
(77,1 a 86,9)
24,3
(19,3 a 29,4)
114,7
(103 a 126,3)
0,74 (0,71 a
0,77)

P6s-24

0,349
(0,313 a 0,385)

59,5
(53,6 a 65,4)

49,1
(45,3 a 52,8)
23,6
(21,6 2 25,7)
9,5
(9,4 a9,6)
126,1
(103,9 a 148,2)
24,5
(20,1 a 28,9)
80,1
(75,3 a 84,8)
235
(19,3 a27,7)
104,2
(96,1 a 112,4)
0,76
(0,73 a0,78)

p EPT

<0,001"%

0,75

0,012°

0,001
0,23
0,91
0,57
0,28
0,72
0,83

0,001"°

p GT

0,66

0,84

0,10
0,96
0,38
0,59
0,41
0,96
0,33
0,19

0,44

Continua
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Concluséao
Creatina (n=106) Placebo (n=94)
lzgg"’r‘e”:tgtrrlgfs Pré P6s-12 P6s-24 Pré P6s-12 P6s-24 pEPT  pGT
Crreetiie Ui, E1el (0,7&? . %,96) (0,75 . 11,03) (0,75 . 11,02) (0,73? . %,91) (0,7&? . 3i,oss) (0,62(3) . 50,83) 0196 0233
Microalbumindria, mg/L (4,275(110,0) 2.6 z?is,g) (5,91.311 '157,0) (6,91a4 ';1,3) (4,51;1 '33,7) (6,11: '291,6) 0285 0247
PCR, mg/L 22439 22453 19460 26 84 26 845) eiass 0137 0568
Glicose, mg/dL (859; 93) (848a789) (sssai3 91) (869a298) (869a299) (8698? 99) 0278 0278

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equagbes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacédo grupo e tempo; CTX: telopeptideo C-terminal de colageno tipo; PANP: propeptideo amino-terminal do colageno tipo I;
PTH: paratormdnio; 250HD: vitamina D; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; CPK: creatinofosfoquinase PCR: proteina C
reativa. Significado dos simbolos: * Pré vs Pés-12; * Pés-12 vs P6s-24; *Pré vs. P6s-24.
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4.6 Avaliacado de quedas e fraturas
O numero de quedas (Cr: n = 16 e placebo: n = 14) e fraturas (Cr: n = 3
e placebo: n = 3) ndo foram significativamente diferentes entre os grupos ao

longo do estudo (p = 0,97 e p = 0,88, respectivamente).

4.7 Avaliacdo da forca e funcdo muscular

A forca de preensdo manual permaneceu inalterada durante toda a
intervencao.

O desempenho nos testes “timed-up-and-go” e “timed-stands” melhorou
ao longo do tempo (efeito principal de tempo; ambos p <0,001), entretanto sem
efeito da suplementacdo de Cr (efeito de interacdo; p = 0,41 e p = 0,70,

respectivamente) (Tabela 6).

4.8 Subanalises

Andlises de sensibilidade post-hoc, levando em consideracédo a adesao
a suplementacéo e o nivel de atividade fisica, ndo mostraram nenhum efeito de
interacdo nos parametros 6sseos e na funcdo muscular (Tabelas de 7 a 10),

confirmando os principais achados.

4.9 Consumo alimentar
A ingestao de alimentos foi comparavel entre os grupos Cr e placebo ao
longo do estudo, significando que a dieta ndo foi um fator de confusdo nos

resultados deste trabalho (Tabela 11).
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Tabela 6. Dados de forca e funcdo musculares dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=106) Placebo (n=94)
Parametros Pré P6s-12 Pés-24 Pré Pés-12 Pés-24 p EPT pGT
. 26,9 27,4 27,2 26,0 26,4 25,7
A () (261227,8) (265a284)  (263a282)  (250a27,0) (253a275  (246a269) 21 0551
. 8,5 8,2 7.9 8,7 8,2 7.6 -
Timed-up-and-go (s) (8.128,9) (7.9 2 8.6) (75282 (8.329.2) (7.8 2 8,6) (73a79  <0.0017 0414
23,9 22,7 21,4 24,4 22,5 215 <0001 0,705

Timed-stands tests (S) (55 35956) (21,4 a24,0) (20,2a22,6)  (23,0a258) (21,1a23,9) (20,2 22,9)

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equagbes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interag&o grupo e tempo. Significado dos simbolos: * Pré vs P6s-12; * Pés-12 vs Pés-24; * Pré vs. P6s-24.




RESULTADOS

Tabela 7. Densidade mineral 6ssea, marcadores 0sseos, composicao corporal e funcéo e forca musculares parao
subgrupo com adesao a suplementacéo <80% dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=34)

Placebo (n=42)

Parametros Pré P6s-12 P6s-24 Pré Pés-12 P6s-24 p EPT pGT
Densidade mineral
6ssea
, 0,044 0,911 0,922 0,915 0,004 0,909 )
Coluna lombar, g/em”™ ) 5942 0,095) (0,849 0,973) (0,868 20,976) (0,878 a0,952) (0,866 a0,942) (0,869 a0,048) 0025 ~ 0218
1,2 15 13 1,4 15 1,4 )
T-score (1,6a-08  (19a-09  (18a-09)  (@16a-ll)  (17a-12) (1,7a-11 002 0178
) , 0,699 0,698 0,687 0,720 0,706 0,703 g
Colodofémur, gfem™ 676 20722) (0,677a0,718) (0,661a0,712) (0,698 a0,743) (0.68420,729) (0.681a0,725) 0003~ 0134
14 14 15 13 1,4 14 $
T-score (16a2-12)  (16a-13)  (L7a-13)  (15a-1,1)  (16a-12) (1L6a-12) 002" 0151
) , 0,827 0,818 0,815 0,823 0,816 0,809 $
Fémur total, g/cm (079520,859) (0,784a0,853) (0,779a0,849) (0,800a0,847) (0,789a0844) (0,785a0835 0013 0924
08 0,9 0,9 11 11 1,2
T-score (122-05)  (12a-06)  (12a-06)  (13a-09)  (13a-0,9) (142-009) 0083 0942
- ) 1,037 1,024 1,034 0,099 0,008 0,996
Corpo inteiro, g/cm (0,995a1,079) (0,985a1,064) (0,992a1,076) (0,967a1,031) (0,966a1,029) (0,966a1,027) 0148 0193
15 16 15 15 1,6 16
T-score (18a-11)  (19a-1,2)  (18a-11)  (18a-13)  (19a-13) (1,9a-13) 0178 0219
Marcadores 6sseos
0,276 0,294 0,387 0,292 0,387 0,391 .5
CIR%, gt (022320,329) (0,24820,340) (0,327 a0,447) (0.253a0,331) (0,303a0472) (0,328a0454) 0001 0,140
66,0 64,5 63,1 70,1 73,5 65,6
PINP, ng/mL (51628055  (484a806) (514a748)  (609a793)  (61,3a858)  (53.6a77.7) 0598 0,760

continua
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Creatina (n=34)

Placebo (n=42)

RESULTADOS

Parametros Pré P6s-12 P6s-24 Pré Pés-12 P6s-24 p EPT pGT
Composicao
corporal
41,1 41,5 41,3 41,4 40,9 41,8
Massa magra, kg (39,2 a 42,9) (39,6 a 43,3) (39,5 a 43,1) (39,7 a 43,0) (39,1 a 42,8) (40,0 a 43,7) 0184 0107
6,6 6,7 6,6 7,0 6,9 7.1
2 1 1 1 1 t 1
LG, bty (6.2 26,9) 62a71) 62a7.1) (652 7.4) (6.427.4) (6,6 a7,5) C
29,1 29,7 28,9 27,9 27,5 28,9
Massa gorda, kg (258a324)  (262a332)  (257a322)  (252a307)  (24,8a30,2) (25,8 a 31,9) 0606 0082
38,1 38,4 37,8 38,9 38,6 39,1
0 : : : : : :
MEESE GEIE, (36,2 a 39,9) (36,4a240,3)  (358a39,8)  (37,3a40,4) (36,9 a 40,2) (37,5 a 40,8) ekl ERER
Forca e funcéo
muscular
) 25,1 23,7 25,9 26,3 26,6 25,1
el b (235a26,7)  (203a272) (242a27.8) (246a27,9)  (245a28,7) (22,9 a 27,3) G
. 8,8 8,8 8,2 8,7 8,2 8,0
Timed-up-and-go, s (7.929,7) (7.929,7) (7.5 28,9) (81292 (7.2 29,3) (7.5 2 8,6) 0181 0864
. 25,8 26,8 23,9 26,8 23,9 23,8
RS, & (22,4 2 29,1) (22,3 a31,3) (21,0 a 26,9) (24,5 a 29,1) (21,6 a 26,1) (21,3 a 26,4) O

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equagbes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacéo grupo e tempo; CTX: telopeptideo C-terminal de colageno tipo; PANP: propeptideo amino-terminal do colageno tipo I;

MMA: massa muscular apendicular. Significado dos simbolos: * Pré vs Pés-12; ¥ Pré vs. Pos-24.



RESULTADOS

Tabela 8. Densidade mineral 6ssea, marcadores 0sseos, composicao corporal e funcéo e forca musculares parao
subgrupo com adeséo a suplementagao 280% dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=72) Placebo (n=52) EEGs

Parametros Pré Pos-12 P6s-24 Pré Pos-12 Pos-24 p EPT p GT

Densid,ade mineral
0ossea

Coluna lombar, giem® (0,89%211(()),929) (0,87%21905,916) (0,87%2193919) (0,86%218(?,909) (0,85%86183,908) (0,86%8618(?,912) 0003 0079

T-score (-1,5_13(A:1,2) (-1,7_155-1,3) (-1,7_15{5-1,3) (-1,7_155-1,4) (-1,9;1::{7-1,5) (-1,9;1::{7-1,5) 0001 0672

Colo do femur, gfem® (0,70%;23,737) (0,69%21(()),725) (0,68%;0(?,717) (0,68%;0(?,727) (0,69%21(},730) (0,68%203,720) <001™  0,005"

Ui (-1,3-1:;{%1,1) (-1,5-1@{?1,2) (-1,5-1@{%1,3) (-1,5-1@{?1,2) (-1,5-16{?1,2) (-l,(S-laidzl,S) <001 0,049'

Femur total, g/em’® (0,81%’213(;1,849) (0,81%2133,847) (0,80%'2123,840) (0,82%2451,868) (0,82%2153,879) (0,82%2155,878) 0115  0,016"

UEIEEIS (-1,1-21,?0,8) (-1,1-21,?0,8) (-1,2-13190,9) (-1,6?:{?0,7) (-1,0-21,%0,6) (-1,(5?0,7) Ul e

Corpo inteiro, g/cm” (0,99%3’(;112,027) (0,99%’203026) (0,9911'21017,023) (0,98%3,210;1,021) (0,98%3,2103020) (0,9911’205025) 0,765 0,069

VSRS (-1,5-];3-'1,1) (-1,6_1:;{%1,2) (-1,éla{A:1,2) (-1,6_1:3{4:1,2) (-1,7_1:;51,3) (-1,7_1:;51,3) htens B89
Marcadores 6sseos

CIP, Mgl (0,24%%1881,319) (0,29%’235,377) (0,3507'335a 3,436 (0,202’238,268) (0,24%’283325) (0,28%:':133,376) <001’™ 0,786

PINP, ng/mL (54,52’%5,1) (55,5 %0{969,8) (57,?3530,1) (46,22%8,2) (46,22%7,7) (49,2%1,3) 0225 0852




RESULTADOS

continua
Concluséo
Creatina (n=72) Placebo (n=52) EEGs
Parametros Pré P6s-12 Pés-24 Pré P6s-12 P6s-24 p EPT pGT
Composigao
corporal
40,5 40,9 40,9 40,4 41,0 41,0 g
Massa magra, kg (395a41,6)  (39,7a420)  (39.8a422)  (392a416)  (39,7a423) (9,8a423) 0002 0,636
6,9 6.9 6,9 6,9 7.1 7.2 $
, : : : : : :
AL, ) 6,7a7.1) 6.7a72) 6.8a7.2) 67a72) 6.8a73) (6,97.4) 0.001" 0198
253 252 251 25,9 26,3 26,1
Massa gorda, kg (23,5 a27,1) (23,4 a 27,1) (233a26,9)  (24,0a27,7) (24,4 a 28,2) (24,4 a 27,8) 0619 063l
36,7 36,5 36,2 375 376 37,4
0 1 1 t 1 1 1
EEE EOITEL, U (353a380) (351a379) (349a376)  (360a389)  (362a3809) (36,12 38,7) Upes O
Forca e funcéao
muscular
. 275 28,2 27,6 25,6 26,2 258
AENEEIT, (264a285)  (27,1a292)  (26,4a288)  (24,4a26,8) (24,9 a 27,4) (24,4 2 27,2) oy Oeas
. 8,5 81 7.8 8,8 8,2 7.5 g
Timed-up-and-go, s (8.028,9) (7.7 2 8,5) (7.428,) (8.229,5) (7.7 2 8.6) 71a78 <001 0,263
) 23,6 21,9 20,8 23,3 21,6 20,4 g
i8S, & 218a255)  (206a233)  (195a220) (217a248)  (19.9a233) (189a21,9 <001 B

Valores expressos em média (intervalo de confianca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equacdes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacdo grupo e tempo; CTX: telopeptideo C-terminal de coldgeno tipo; P1INP: propeptideo amino-terminal do coladgeno tipo I;
MMA: massa muscular apendicular. Significado dos simbolos: * Pré vs Pés-12; * Pds-12 vs Pés-24; ® Pré vs. P6s-24. 'Apesar da significante interacdo
entre grupo e tempo, nenhuma diferenca entre grupos foi observada apos as corre¢des pos hoc (p >0,05 para comparagao entre grupo).



RESULTADOS

Tabela 9. Densidade mineral 6ssea, marcadores 0sseos, composicao corporal e funcéo e forca musculares parao
subgrupo inativo dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=24) Placebo (n=19) EEGs

Parametros Pré Pos-12 P6s-24 Pré Pos-12 Pos-24 P EPT p GT

Densid,ade mineral
0ossea

Coluna lombar, gicm* (0,85%218(?,919) (0,83%2163903) (0,83%'2168,905) (0,85%21806,916) (0,84%2183,923) (0,85%2183,918) 0039 0,057

T-score (-1,8_26-1,3) (-2,1_15?1,5) (-2,1_1af1,5) (-1,51516-1,4) 19514 (19414 0007 012

Colo do fémur, g/em’ (0,67%;03,724) (0,67%2193,721) (0,66%28(?,708) (0,68%;2(:)3,759) (0,68%73123,762) (0,67%7311(:)3,749) 0001% 0571

T-score (-1,é1:f1,2) (-1,7-];4-1,2) (-1,7-1;,{5:1,4) (-1,5-1@{2-0,9) (-1,é1<a{2-o,9) (-1,7-1:;{‘}1,0) 0,002 0,862

Femur total, g/em’® (0,78(4)1’2115,849) (0,77%2\15,846) (0,77%'2108,839) (0,82%'263,899) (0,83%275,913) (0,82%86163,898) 0102 0370

T-score (13509 (14509 (14509 (09508 (1,00.-0.4 (10a04 0227 0586

Corpo inteiro, glcm* (0,9711’(;011,033) (0,96?1,9619]?,027) (0,96%293029) (0,96%2\93023) (0,99%21911,016) (0,96%2193015) 0298 0726

T-score (-1,9_1:;{5-1,1) (-1,51:3{531,1) (-1,9_15{6:1,1) (-1,931;;{6:1,2) (-1,9_1:;{7-1,4) (-1,9_1:;{7-1,4) 0150 0.924
Marcadores 6sseos

CI%, mem (0,2391’213,388) (0,263’233411) (0,31?1'203,493) (0,21%265,309) (0,23%213,399) (0,31%288,447) 0001™ 0,745

PINP, ng/mL (56,56 2{?32,3) (56,17 2588,9) (55,2 8a’982,5) (52,5 2{882,7) (44,4(1,5 i{‘sl;o,a) (50,;3 226,4) 0938 0478




RESULTADOS

continua
Conclusao
Creatina (n=24) Placebo (n=19) EEGs
Parametros Pré P6s-12 Pés-24 Pré P6s-12 P6s-24 p EPT pGT
Composic¢ao corporal
40,1 40,4 40,5 40,9 40,9 41,9 s
Massa magra, kg (382a419)  (386a423)  (387a423) (38,9 a 42.8) (38,8 a 42,9) (39.9a439) 00127 0089
6,7 6,8 6,8 6,9 7.0 7.1 $
2 1 1 t t 1 1
LA, i (6.4 26,9) 6.42a7,1) 6.42a7,1) (6.6272) 6.72a73) (6.92a7,5) 00497 0218
25,8 26,4 25,5 27,1 27,5 27,8
Massa gorda, kg (225a292)  (23,2a29,5) (22,7 a 28,3) (23,8 a 30,4) (24,4 a 30,7) (24,6 a 30,9) 0215 0204
37,1 37,6 36,9 38,4 38,8 38,4
. : : : : : :
MRS EOITEL T (348a394)  (352a400)  (349a388)  (358a4009) (36,4 a 41,2) (36,1 a 40,6) Gpitoy OOy
Forca e funcéo
muscular
. 28,8 29,4 30,0 26,6 27,6 27,3
AN, (269230,6) (27,8 a3L1,0) (27,9 2 32,1) (24,7 a 28,5) (25,7 a 29,5) (24,9 a 29,6) Opiass e,
. 9.3 8,2 7,9 8,8 8,4 7.3 $
Timed-up-and-go, s (842 10,2) (7,5 28,9) (7.5 2 8,4) (7.929,7) (7.6 29,3) 6.9a7,7) 0,002" 0,404
. 24,5 731, 21,9 25,5 22,7 21,2 $
TS, 8 (209a281)  (208a254)  (19.8a242)  (21,5a295) (19,4 a 25,9) (192a232)  0052° 0816

Valores expressos em média (intervalo de confianga de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equacdes de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacédo grupo e tempo; CTX: telopeptideo C-terminal de coldgeno tipo; PANP: propeptideo amino-terminal do colageno tipo I;
MMA: massa muscular apendicular. Significado dos simbolos: * Pré vs P6s-12; ¥ P6s-12 vs P6s-24; ¥ Pré vs. Pos-24.



RESULTADOS

Tabela 10. Densidade mineral éssea, marcadores 0sseos, composi¢cdo corporal e funcéo e forca musculares para o
subgrupo ativo dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=82)

Placebo (n=75)

Parametros Pré Pos-12 P6s-24 Pré Pos-12 P6s-24 p EPT p GT

Densidgde mineral
ossea

Coluna lombar, g/cm* (0,89(;’2115,937) (0,87%2108,923) (0,88%'210(?,927) (0,88%2193916) (0,86%8618(?,910) (0,873'2195,915) 0001 0327

T-score (-1,5_1e{A:1,2) (-1,7_1::{5-1,3) (-1,7_155-1,3) (-1,éla{5-1,3) (-1,éla{€f1,5) (-1,8_1&?1,4) <001 0,952

Colo do fémur, g/em’ (0,71%;23,739) (0,69%21(:)3,727) (0,69%;05,719) (0,6991,20(?,725) (0,69%20(?,722) (0,682'295,714) <001 0135

el (-1,3-1:;{%1,1) (-1,5-1@{?1,2) (-1,5-1@{%1,3) (-1,5-16{?1,2) (-1,5-16{‘}1,2) (-1,6-1&1,%1,3) <001 0,246

Femur total, g/em® (0,82%2148,856) (0,81%’2133853) (0,81%'2138,848) (0,80%2123849) (0,81%86135,855) (0,81%2135,853) 0179 0,09

e (-1,(;21,9-0,8) (-1,1-21'9-0,8) (-1,1_05?0,8) (-1,1-21'?0,8) (-1,2-21'?0,8) (1.2 ];O-O,S) COU

Corpo inteiro, g/cm” (0,99%9’%15,031) (0,99%5’213029) (0,991'2113026) (0,9818’203018) (0,98%3,2103,018) (0,99%)'21015,021) 08lr 0136

VSRS (-1,5_1:;{%1,1) (-1,6_1::&1,1) (-1,éla{A:1,2) (-1,6_1;:1,2) (-1,7_1:;{5-1,3) (-1,7-];5-1,3) Gp - (U3t
Marcadores 6sseos

SRS il (0,24%’273,309) (0,29(:)5’235,371) (0,35%'293,428) (0,22%258,279) (0,25%’29(?,338) (0,29%:;33,381) <001 0580

PINP, ng/mL (52,65 2{23,4) (53,5? 2{865,7) (55,86 2%6,8) (50,5 2{%2,2) (50,5 2?(;3,6) (51,f 2%2,9) 0682 0819

continua



Concluséo

Creatina (n=82)

Placebo (n=75)

RESULTADOS

Parametros Pré Pés-12 P6s-24 Pré P6s-12 Pés-24 p EPT pGT
Composigao
corporal
Massa magra, kg 41,1 41,4 41,4 40,5 41,0 40,9 0004 0833
(40,0a42,1) (40,3 a 42,5) (40,3 a 42,6) (39,4 a 41,6) (39,9 a 42,2) (39,8 2 42,2) ’ ’
7,0 7.0 7.1 6,9 7.0 7.1 $
2 1 t 1 1 1 1

e 6.8a72) (6,9473) (6,927.3) 6,7a7.1) (6,8a7.3) (6,947.3) 0,002 0,672

25,8 25,6 25,6 26,2 26,4 26,5
Massa gorda, kg (24122755  (23,8a27,3) (23,9 a 27,4) (24,5 a 27,8) (24,7 a 28,1) (24,8 2 28,1) 0937 0,601

36,9 36,6 36,5 37,7 37,6 37,7

0 1 y 1 1 1 y
S BRI, (3572382  (353a37,9) (35,2 a 37,9) (36,5 a 38,9) (36,4 a 38,8) (36,6 a 38,9) Oaels et
Forca e funcéao
muscular

) 26,3 26,8 26,3 25,9 26,1 25,3

el b (2542273)  (257a27.9) (253 2 27,4) (24,7 2 26,9) (24,9 2 27,3) (23,9 3 26,7) Oee - fea
. 8,3 8,3 7,9 8,7 8,1 7,7 s
Timed-up-and-go, s (7.8287) (7.9287) (7.528.2) (8.129.2) (7.7 2 8,6) (7.328,0) 0,001™ 0,291
. 23,9 22,6 21,1 24,1 22,4 21,5 s

Trieerg s, & (221a258) (21,02 24,1) (19,8 a 22,5) (22,7 a 25.4) (20,8 a 23.9) (19.9a230) <0017 0732

Valores expressos em média (intervalo de confianga de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equag8es de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interacdo grupo e tempo; CTX: telopeptideo C-terminal de coldgeno tipo; PLNP: propeptideo amino-terminal do coladgeno tipo I;
MMA: massa muscular apendicular. Significado dos simbolos: * Pré vs P6s-12; ¥ P6s-12 vs P6s-24; % Pré vs. P6s-24.



Tabela 11. Consumo alimentar dos grupos creatina e placebo

Creatina (n=106)

Placebo (n=94)

RESULTADOS

Parametros Pré Pés-12 Pés-24 Pré Pés-12 Pés-24 pEPT pGT
ET keal 1459,5 14208 1460,3 1432,7 1404,7 1449,4 0195  0.956
’ (1381,3a 1537,8) (1344,9a1496,6) (1377,4a15432) (1360,2a505,3) (1333,1a1476,1) (1370,6a1528,1) - '

1915 184,7 188,4 191,8 184,5 191,3
CHO. g (178.4a2047)  (173,4a1959)  (1762a200,6)  (179,8a2040)  (1732a1958)  (1782a2044) 0254 0922
53,5 52,7 51,8 53,3 52,8 52,7
0 1 t t 1 1 1
Erloh 70 (51,9 a 55,1) (51,1 a 54,2) (50,1 a 53,4) (51,7 a 55,0) (51,1 a 54,4) Elpazag U OkkE
. 47,4 48,2 51,2 46,2 48.4 485
Lip, g (43,6 a51,1) (44,2 2 52,2) (46,9 a 55,3) (42,9 a 49,5) (44,3 2 52,5) (446a523 199 0574
. 28,7 30,2 31,1 29,0 30,5 29,8
0 1 L L 1 1 1
Hig), ¥ (27,3 a 30,1) (28,7 a 31,7) (29,6 a 32,7) (27,7 a 30,4) (28,9 a 32,2) 282a31,4 2071 0287
62,7 61,1 61,8 62,4 57,6 62,1
P, g (59,6 a 65,7) (56,8 a 65,4) (58,1 a 65,4) (58,9 a 65,9) (54,7 a 60,5) (58,9 a 65,4) 0129 0,450
17,8 17,2 17,1 17,6 16,7 17,5
0 1 t t 1 1 1
FT, B (16,9 a 18,7) (16,3 a 18,1) (16,3 a 17,9) (16,8 a 18,4) (15,8 a 17,6) BHagsy e OREl
Creatina, g 0,509 0,471 0,480 0,458 0,495 0,476 0962 0193

(0,458 a 0,559)

(0,423 2 0,519)

(0,430 a 0,530)

(0,409 a 0,507)

(0,438 a 0,552)

(0,429 a 0,523)

Valores expressos como media (interval de confiangca de 95%). Significancia: p <0,05; EEGs: equac¢des de estimativas generalizadas; EPT: efeito
principal de tempo; GT: interag&o grupo e tempo; ET: energia total; CHO: carboidrato; Lip: lipidios; Ptn: proteina. Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos.
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DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacao de
Cr na DMO, vBMD, microarquitetura Ossea, composi¢cdo corporal e nos
parametros de forca e fungcdo muscular em mulheres pds-menopausadas com
osteopenia. Ao nosso conhecimento, este € o0 maior ensaio clinico e
randomizado que investigou a eficacia da suplementacdo de Cr na saude
o0ssea. O principal achado deste estudo demonstrou que a suplementacdo de
3g de Cr continuamente ao longo de dois anos ndo afeta a DMO, vBMD, a
microarquitetura ou o turnover 6sseo em mulheres na pos-menopausa com
baixa massa 6ssea. Além disso, foi demonstrado que a suplementacéo de Cr,
em longo prazo, ndo foi eficaz na prevencdo de quedas e fraturas ou na
alteracdo da composicao corporal, forca e funcdo musculares nessa populacéo.
No geral, esses achados sugerem que os efeitos terapéuticos atribuidos a
suplementacdo de Cr em condi¢des caracterizadas por perda 6ssea e muscular
sdo primariamente alcancados pelos efeitos adaptativos do treinamento fisico e
nao podem ser alcangcados apenas com a suplementacéo isolada.

Estudos anteriores jaA demonstraram que durante o desenvolvimento
0sseo, ha um aumento da atividade enzimatica da Ck (Somjen et al., 1994) e
gue a mesma, pode ser afetada por alguns fatores que ja sédo conhecidos por
modularem o metabolismo 6sseo, como o IGF-1 (S6mjen e Kaye, 1994), a 1,25

di-hidroxivitamina D3 (Somjen et al., 1984), e o paratorménio (Somjen et al.,
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1985; Kaye et al., 1990). Além disso, como citado anteriormente, o tratamento
com uma substancia analoga a Cr provoca distarbios na formacdo de 0sso
endocondral tanto in vivo quanto in vitro (Funanage et al., 1992). Somado a
isso, sabe-se que durante a osteoclastogénese ocorre aumento da atividade
enzimatica da CK cerebral e que a administracdo de um farmaco (ciclocreatina)
capaz de inibir a sua atividade leva a supressdo da reabsorcdo Ossea e
consequentemente da diferenciacdo dos osteoclastos in vitro, o que
possivelmente pode afetar o turnover 6sseo (Chang et al., 2008).

Curiosamente, 0s mesmos autores demonstraram atraves de
experimentos in vivo que camundongos Ckb - / - eram menos suscetiveis a
perda Ossea induzida por ovariectomia, ou tratamento com interleucina-1
qguando comparados com camundongos controles de tipo selvagem (Chang et
al., 2008). Estas descobertas confirmam a hip6tese de que a suplementacéo de
Cr poderia afetar o turnover ésseo via aumento da fosforilcreatina, aumentando
a ressintese de ATP através da reacdo Ck nas células 6sseas (Wallimann e
Hemmer, 1994). Apoiando ainda mais essa hipotese, quando adicionada ao
meio de cultura celular, a Cr aumentou a atividade metabdlica, diferenciacdo e
mineralizacdo de células osteoblasticas envolvidas no processo de formacgdo
Ossea (Gerber et al., 2005).

Estudos clinicos avaliando o efeito da suplementacdo da Cr na saude
Ossea sao controversos. Alguns demonstraram efeitos positivos da
suplementacdo de Cr na saude 6ssea (Louis et al., 2003; Candow et al., 2008;
Chilibeck et al., 2015) enquanto outros ndo (Tarnopolsky et al., 2004; Gualano

et al., 2014; Hayashi et al., 2014). O estudo de Chilibeck et al. (2015),
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demonstrou que a suplementacéo de Cr (0,1 g/kg) combinada com treinamento
de forca por 12 meses atenuou a perda de DMO do colo do fémur e aumentou
a largura subperiosteal do eixo femoral em uma populacdo semelhante a de
interesse do atual estudo. Por outro lado, ndo foi encontrado nenhum beneficio
da suplementacdo de Cr, associada (5 g/dia) ou ndo (1 g/dia) ao treinamento
de forca, sobre os marcadores 6sseos (CTX, P1NP), densidade mineral éssea
ou propriedades de microarquitetura 6ssea em mulheres pés-menopausadas
(Gualano et al., 2014; Lobo., 2015), bem como em criangcas e adolescentes
com doencgas reumaticas tratadas com corticoides (Hayashi et al., 2014; Solis
et al., 2015). Diferencas nas populagdes, protocolos de Cr (1 g/d a 7 g/d) e
seguimentos (3 a 12 meses) poderiam explicar parcialmente os achados
controversos.

O presente estudo fornece resultados convincentes de que a
suplementacdo de Cr ndo afeta as propriedades minerais de densidade,
geometria ou microarquitetura 6sseas. Foram selecionadas mulheres pos-
menopausadas com osteopenia com a premissa de que a suplementacéo de
Cr seria capaz de prevenir novos declinios ha massa 6ssea. Como esperado,
varios parametros 6sseos se deterioraram durante o seguimento (embora as
alteracdes nos parametros da DXA ndo tenham sido superiores a variagao
minima significativa), e interessantemente acompanhados por niveis
aumentados de CTX e sem alteragdes no PINP, evidenciando um desequilibrio
entre a degradacédo Ossea e a formacédo. O consumo de Cr, no entanto, nédo

teve capacidade de neutralizar tal perda 0ssea ou desacelerar a renovagao
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Ossea, refutando a nocdo de que este nutriente poderia ter propriedades
osteogénicas em individuos mais velhos.

E importante ressaltar que os resultados permaneceram praticamente 0s
mesmos quando subandlises foram realizadas de acordo com a baixa e alta
adesdo a suplementacdo e com o0s niveis de atividade fisica. Também é
importante notar que a amostra possuia um baixo consumo de Cr dietético (~
0,5 g/dia vs. ~ 2-5 g/dia em onivoros), uma condicdo que em tese, poderia
predispor a melhores respostas clinicas a suplementacdo de Cr (Harris et al.,
1992; Solis et al., 2017); no entanto, neste estudo o baixo consumo de Cr
dietético ndo foi suficiente para induzir qualquer beneficio da suplementacédo de
Cr. Coletivamente, essas observacfes reforcam a conclusdo de que a
suplementacao de Cr foi amplamente ineficaz na melhoria da salude éssea.

A Cr surgiu como uma intervencao dietética eficaz capaz de compensar
a disfuncdo muscular e perda de massa muscular em individuos mais velhos
(Brose et al., 2003; Devries e Phillips, 2014; Gualano et al., 2014; Gualano et
al., 2016). Em um estudo anterior a suplementacao de Cr a curto prazo, mesmo
sem treinamento fisico, demonstrou ser suficiente para aumentar a massa
corporal total e a massa magra (provavelmente devido a retencdo de agua),
bem como melhora na resisténcia a fadiga, forca muscular, e no desempenho
de atividades de vida diaria em individuos mais velhos (Gualano et al., 2016).
No entanto, pouco se sabe se esses beneficios sdo duradouros. Este estudo
fornece novas evidéncias de que a suplementacéo crénica de Cr nao constitui
uma estratégia dietética eficaz para melhorar ou prevenir o declinio da forca e

funcdo muscular, nem da massa magra em individuos mais velhos. O aumento
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na massa magra e na funcdo muscular observados neste estudo podem estar
associados simplesmente ao “trial effect”, o que significa que as pacientes no
estudo podem receber um tratamento melhor do que aquelas que estao fora do
estudo (Braunholtz et al., 2001).

Além disso, os achados do nosso estudo também demonstram que a
suplementacdo de Cr a longo prazo esta possivelmente livre de eventos
adversos importantes e ndo afeta clinicamente os marcadores laboratoriais
relacionados a saude. Isso amplia um crescente volume de literatura
mostrando que a suplementacdo de Cr a curto e médio prazo (ou seja, até 6
meses) é segura (Gualano et al., 2011; Neves et al., 2011b; Alves et al., 2013;
Gualano et al., 2014).

O presente estudo apresenta pontos fortes importantes, incluindo o
tempo de seguimento, a casuistica relativamente grande da amostra e as
avaliacOes abrangentes do metabolismo 6sseo. No entanto, apresenta algumas
limitacbes. Primeiro, pode ter sido insuficiente para detectar mudancas
significativas em desfechos secundarios, particularmente no que se trata de
quedas e fraturas, cuja incidéncia durante todo o acompanhamento foi
relativamente baixa. Em segundo lugar, um dos mecanismos postulados
subjacentes ao efeito da Cr sobre a massa 6ssea e magra é através do
aumento do volume de treinamento, proporcionando uma maior tracdo sobre os
musculos e ossos (através do aumento da forgca muscular no 0sso), resultando
em melhores adaptacGes (Chilibeck et al.,, 2015). Apesar de termos sido
capazes de subanalisar os dados de acordo com o nivel de atividade fisica das

participantes, nenhuma delas estava envolvida regularmente em um
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treinamento de forca. No entanto, uma recente meta-analise mostrou que a
suplementacdo de Cr em combinacédo ao treinamento de forca néo foi capaz de
melhorar a DMO em idosos quando comparado ao treinamento de forca isolado
(Forbes et al., 2018). O efeito da suplementacdo de Cr juntamente com o
treinamento de forca a longo prazo (>12 meses) ainda precisa ser esclarecido.
Terceiro, a ingestdo diaria de proteinas das participantes foi muito baixa,
portanto, pode-se argumentar que a resisténcia anabdlica associada ao
envelhecimento pode ter contribuido para piores respostas Osseas e
musculares. Em quarto lugar, o uso crénico de 3g/dia de Cr ja € conhecido por
aumentar o conteudo intramuscular desta amina sendo tédo eficaz quanto o uso
de 20 g/dia (Hultman et al., 1996), além de ter sido efetivo no aumento da
massa 0ssea de pacientes distréficos (Louis et al., 2003). Entretanto, ndo se
pode descartar a possibilidade de que uma dose diaria maior seja necessaria
para induzir aumento na massa 0ssea em individuos mais velhos. Por fim,
nossos achados sao restritos a mulheres na p6s-menopausa com osteopenia e
ndo podem ser generalizados para outras condicdes, como aquelas

caracterizadas por perda éssea mais grave.
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A suplementacao de 3 g/dia de Cr ao longo de 2 anos nao foi eficaz em
aumentar ou impedir a deterioragcdo de quaisquer parametros 0sseos em
mulheres na pds-menopausa com baixa massa 0ssea, ou afetou a composicéo
corporal e a forca e funcdo musculares nesta populacdo. Estes achados
refutam a nocdo de que a prescricdo de Cr isolada, sem treinamento fisico

associado, poderia ser benéfica para individuos idosos em longo prazo.
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