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RESUMO

Introducio: Recentes evidéncias indicam que a suplementagao de creatina (Cr) ¢ capaz de aumentar a densidade mineral
ossea (DMO) no fémur de ratos saudaveis em crescimento. Entretanto, ha poucos estudos que testam a efetividade da
suplementacao desse nutriente em condi¢des de perda 6ssea. Objetivo: Investigar o efeito da suplementagdo de Cr na
DMO e no contetido mineral 6sseo (CMO) de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), um modelo experimental de
baixa massa Ossea. Materiais e métodos: Dezesseis ratos SHR machos com 8 meses de idade foram randomizados em
dois grupos experimentais pareados pelo peso corporal, a saber: 1) Pl: SHR tratados com placebo (agua destilada; n = 8);
¢ 2) Cr: SHR tratados com Cr (n = 8). Apds nove semanas de suplementagdo os animais foram eutanasiados e o fémur ¢
a coluna vertebral (L1-L4) foram analisados por densitometria 6ssea (Dual Energy X-Ray Absorptiometry). Resultados:
Naio houve diferenga significativa na DMO (P1 = 0,249 + 0,003 g/cm? vs. Cr = 0,249 + 0,004 g/cm?; P = 0,95) e no CMO
(P1=0,509 + 0,150 g vs. Cr= 0,509 + 0,017 g; P =0,99) da coluna vertebral ¢ na DMO (P1= 0,210 + 0,004 g/cm?
vs. Cr = 0,206 + 0,004 g/cm?; P = 0,49) ¢ no CMO (P1 = 0,407 + 0,021 g vs. Cr = 0,385 + 0,021 g; P = 0,46) do fémur
total entre os grupos experimentais. Conclusio: Neste estudo, usando um modelo experimental de baixa massa 6ssea, a

suplementacao de Cr ndo afetou a massa ossea.
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INTRODUCAO

O rato espontaneamente hipertenso (SHR) tem sido con-
siderado o modelo genético de hipertensdo arterial que
mais se assemelha a hipertensdo primaria observada em
seres humanos.!? Diversas evidéncias indicam redu¢do da
densidade mineral 6ssea (DMO) nesse modelo, decorrente
de alteragdes no metabolismo do célcio que provocam um

aumento da reabsor¢do dssea.’” Enquanto ratos Sprague
Dawley saudaveis apresentam o pico de massa 6ssea por
volta de 30-36 semanas de idade, ratos SHR estabilizam seu
crescimento 6sseo com apenas 18 semanas. Além disso, o
valor de pico de massa dssea € cerca de 40 mg/cm? menor
nos ratos SHR em comparagdo aos ratos saudaveis.® Portanto,
ratos SHR sdo considerados um modelo experimental para
o estudo de osteoporose.’
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A demanda energética das células osseas para sobreviver,
proliferar, diferenciar-se e sintetizar matriz extracelular ¢ sa-
bidamente alta.® Ha evidéncias indicando que parte da energia
necessaria para esses processos ¢ proveniente da creatina
(Cr; 4cido a-metil guanidinico acético), que exerce papel
central na manutencao dos niveis de ATP e ADP em diversos
tecidos, tais como musculoesquelético, cerebral, testicular,
cartilaginoso e 6sseo (para uma recente ¢ abrangente revisao
sobre o tema, ver Wallimann et al.’).

A hipotese de que a Cr poderia exercer importante par-
ticipagdo no metabolismo 6sseo foi primeiramente sugerida
com base na identificagdo de isoformas da creatina quinase
(CK), enzima responsavel pela reagdo reversivel: creatina
fosfato + ADP + H* € creatina + ATP no 0ss0.”'” Além
disso, ensaios in vitro indicam que estimulos capazes de
induzir o desenvolvimento da massa dssea [p. ex., fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e hormoénio
paratireoidiano] elevam concomitantemente a atividade
da CK, sugerindo que o sistema Cr/CK esta associado ao
processo de remodelamento dsseo.!!? De fato, um estudo
demonstrou que a incubacdo de Cr em meio de cultura
com osteoblastos primarios promove efeitos estimulatérios
sobre diferenciagdo, atividade metabdlica e mineralizagdo
ossea, elevando a razdo fosforilcreatina/Cr e preservando
a ultraestrutura e a fungdo mitocondrial de osteoblastos.?

Evidéncias in vivo'*!* corroboram esses achados. Sabe-se
que a suplementagdo de Cr pode aumentar a DMO e ocasionar
adaptagdes biomecanicas benéficas no fémur de ratos sau-
daveis.”” Em humanos, ha evidéncias preliminares de que a
suplementagao de Cr pode prevenir a perda de massa 0ssea em
pacientes com distrofia de Duchenne'* e em idosos submetidos
a treinamento fisico.'®

Claramente, entretanto, o papel da suplementagéo alimen-
tar com Cr permanece pouco explorado. Com o objetivo de
aumentar a compreensao sobre os efeitos da Cr em possiveis
condig¢des de perda de massa dssea, o presente estudo investi-
gou o efeito desse nutriente sobre a DMO e o contetido mineral
6sseo (CMO) de ratos SHR.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

A amostra foi composta por 16 ratos SHR machos com §
meses de idade. Os animais foram alocados no biotério do
Laboratorio de Nutricdo ¢ Metabolismo Aplicados a Atividade
Motora (Escola de Educag@o Fisica e Esporte da Universidade
de Sao Paulo — EEFE/USP) e mantidos em gaiolas plasticas
(trés a quatro animais por caixa), a uma temperatura ambiente
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de 22,0 °C-24,0 °C e em ciclo de 12 horas (claro:escuro inver-
tido). Agua e ragdo foram oferecidas de modo irrestrito, com
dieta normoproteica (12% de proteinas).

Desenho experimental

Os animais foram randomizados em dois grupos experimentais
pareados pelo peso corporal, a saber: 1) Pl: ratos SHR trata-
dos com placebo (n = 8); e 2) Cr: ratos SHR tratados com Cr
(n = 8). Apds nove semanas de interveng@o os animais foram
eutanasiados por decapitacdo. As pecas dsseas (fémur direito
e coluna vertebral L1-L4) foram removidas com auxilio de
material cirrgico, imersas em soro fisiologico 0,9% e conge-
ladas a —80 °C para posterior analise da DMO.

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da EEFE/USP sob o protocolo 2011/10.

Suplementacao de creatina

O grupo Cr foi suplementado diariamente com Cr (Ethika,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil) por meio de gavagem, durante
nove semanas. A Cr em po foi diluida em agua (temperatura
ambiente) na propor¢ao de 200 g para cada litro de 4dgua, e a
dosagem utilizada foi de 5 g/kg peso/dia."® Os animais foram
pesados diariamente para as corregdes necessarias. O grupo Pl
recebeu agua destilada via gavagem para mimetizar o estresse
imposto ao grupo suplementado.

Densitometria mineral 6ssea

As andlises da DMO e do CMO da coluna vertebral (L1-L4)
e do fémur total (o fémur inteiro, incluindo a diafise e as epi-
fises) foram realizadas por densitometria 6ssea (Dual Energy
X-Ray Absorptiometry; DXA). Para tal, utilizou-se o aparelho
Discovery-A SN: 80999 Hologic (Bedford, MA, EUA) no
modo high resolution, com auxilio do programa small animal,
oferecido pelo mesmo fabricante. A precisdo do DXA para
analise da DMO foi previamente analisada pela mensuragiao do
coeficiente de variagdo, expresso na porcentagem da média.'”'®
O coeficiente de variagdo foi de 1,9% para a coluna vertebral e
de 0,6% para o fémur total. Em conjunto, esses dados indicam
um alto nivel de precisao nas medidas.

Analises estatisticas

Os dados foram expressos em média £ desvio padrio.
Empregou-se o teste ¢ ndo pareado para comparar a DMO
e 0 CMO dos grupos experimentais ¢ ANOVA de dois fa-
tores para avaliar semanalmente o peso corporal. O nivel
de significancia adotado para rejeigao da hipotese nula foi
de P <0,05.
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RESULTADOS

Apenas um rato (Pl) morreu ao longo do seguimento. O peso
corporal ndo apresentou diferengas significativas entre os
dois grupos experimentais durante todo o estudo (P = 0,48;
Figura 1).
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Figura 1

Peso corporal dos grupos experimentais (g).

PI: ratos SHR tratados com placebo; Cr: ratos SHR tratados com creatina.
Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi encontrada entre os grupos
durante todo o seguimento.
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Figura 2

Densidade mineral 6ssea (A) e conteido mineral 6sseo (B) na
regido de coluna lombar (L1-L4) dos grupos experimentais.
Pl: ratos SHR tratados com placebo; Cr: ratos SHR tratados com creatina.
Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi encontrada entre os grupos.
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Nao houve diferenca significativa entre os grupos ex-
perimentais para a DMO (Pl = 0,249 £ 0,003 g/cm? vs.
Cr = 0,249 £ 0,004 g/cm?; P = 0,95; Figura 2A) e o CMO
(P1=0,509 = 0,150 g vs. Cr = 0,509 + 0,017 g; P > 0,99;
Figura 2B) da coluna vertebral, bem como para a DMO
(P1=10,210 + 0,004 g/cm? vs. Cr = 0,206 £+ 0,004 g/cm?;
P > 0,49; Figura 3A) ¢ o CMO (P1 = 0,407 + 0,021 g vs.
Cr=0,385+0,021 g; P> 0,46; Figura 3B) do fémur total.
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Figura 3

Densidade mineral 6ssea (A) e contetido mineral 6sseo (B)
na regido do fémur total dos grupos experimentais.

Pl: ratos SHR tratados com placebo; Cr: ratos SHR tratados com creatina.
Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi encontrada entre os grupos.

DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da suplemen-
tacdo de Cr na massa 6ssea de ratos SHR, um modelo expe-
rimental bem-descrito para estudo de baixa massa Ossea.’”
Nossos achados vém de encontro aos obtidos por Antolic et al.,"
que observaram efeitos benéficos da suplementagdo de Cr na
massa Ossea de ratos Sprague Dawley. Algumas diferengas
metodologicas podem explicar os resultados contraditorios.
Antolic et al.’’ demonstraram beneficios da suplementacao de
Cr em ratos em fase de crescimento, ao passo que, no presente
estudo, foram usados ratos adultos. O processo de crescimento
e desenvolvimento 6sseo ¢ caracterizado por alto turnover
0sseo, periodo mais suscetivel a influéncias ambientais sobre a
massa Ossea.'” Possivelmente, os ganhos com a suplementacdo
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de Cr poderiam ter sido acentuados nessa fase. Além disso,
¢ importante ressaltar que o modelo SHR apresenta sabida-
mente alta reabsor¢do Ossea e, por conseguinte, baixa massa
ossea. Em contrapartida, o modelo Sprague Dawley estudado
por Antolic et al.”® ndo apresenta alteragdes no metabolismo
6sseo. Com base nas diferencas dos modelos experimentais, €
possivel especular que a suplementacao de Cr seja mais eficaz
em potencializar o ganho de massa 6ssea em ratos saudaveis em
fase de crescimento que atenuar a perda de massa 6ssea em ratos
em processo de perda de massa Ossea.

Este trabalho apresenta algumas limita¢cdes. Em primei-
ro lugar, ndo avaliamos a captagdo tissular de Cr a fim de
garantir o sucesso da suplementagdo. Contudo, a dosagem
empregada neste estudo (5 g/kg peso/dia) tem sido conside-
rada alta na literatura®®?!' e efetiva em aumentar o conteudo
musculoesquelético de Cr em ratos Wistar.?! Estudos futuros
precisam avaliar se a suplementacdo de Cr ¢ capaz de elevar
as concentracdes desse substrato também no tecido 6sseo. Por
fim, ¢ importante ressaltar que apenas ratos machos foram
avaliados em nosso estudo. Sabendo que o género é um fator
que influencia diretamente na resposta da massa 6ssea? e,
portanto, dada a impossibilidade de generalizacdo desses
dados para ambos os géneros, novos estudos devem também
avaliar o potencial terapéutico da Cr no remodelamento da
massa 0ssea em fémeas.

Embora existam evidéncias de que a suplementacao de Cr
poderia promover importantes efeitos terapéuticos, incluindo
aumento de massa dssea,” nossos achados indicam que ratos
SHR suplementados com Cr ndo apresentam tais ganhos.
Tendo em vista a evidente dificuldade em se realizar grandes
ensaios clinicos longitudinais, outros modelos que se caracte-
rizam por perda de massa dssea (p. ex., ratos policisticos ou
tratados com corticoides) devem ser investigados, a fim de se
avaliar com maior profundidade o potencial terapéutico da Cr
sobre a preservagdo da DMO em condi¢des de baixa massa
ossea. Contudo, cabe ressaltar que o metabolismo da Cr parece
diferir substancialmente entre espécies, razdo pela qual estudo
em humanos deve ser conduzido com o intuito de comprovar
todos os achados pré-clinicos.
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