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RESUMO

Solis MY. Eficacia e seguranca da suplementacdo de creatina em pacientes com
dermatomiosite de inicio juvenil [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2014.

Introducdo: A dermatomiosite juvenil (DMJ) é uma doenca autoimune idiopatica
caracterizada pela presenca de lesdo cuténea, perda de massa muscular, fraqueza
muscular proximal, fadiga e reducdo da aptidao fisica. Nesse contexto, a suplementagdo
de creatina emerge como estratégia terapéutica ndo farmacoldgica para atenuar 0s
sintomas ocasionados pela disfuncdo muscular e perda de massa muscular em diversas
condicBes, como nas doencas reumatologicas pediatricas; Objetivo: O objetivo deste
estudo foi avaliar a eficacia e a seguranca da suplementacdo de creatina em pacientes
com DM de inicio juvenil; Métodos: Trata-se de um estudo duplo-cego, crossover,
balanceado e controlado por placebo. Todos os voluntarios (n = 15) receberam dois
tratamentos, a saber: creatina (0,1 g/kg/dia) ou dextrose (placebo - 0,1 g/kg/dia). Para
cada tratamento, o periodo de suplementacdo foi de 12 semanas, interpassadas por um
periodo de washout de oito semanas. A ordem dos tratamentos foi determinada de forma
aleatdria e contrabalanceada. Tanto nos periodos pré-suplementagdo, como nos periodos
pos-suplementacdo foram avaliadas a forga e fungdo musculares (desfechos primarios),
alem da composicdo corporal, densidade mineral Ossea, marcadores bioquimicos do
remodelamento &sseo, citocinas inflamatdrias, aptiddo aerdbia, qualidade de vida,

pardmetros relacionados & atividade da doenca, consumo alimentar e contetdo
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intramuscular de fosforilcreatina. Nos mesmos periodos de tempo, a seguranca da
intervencdo foi avaliada por parametros laboratoriais e por clearance de *'Cr-EDTA. Os
eventos adversos foram registrados durante todo o estudo; Resultados: N&o houve
diferenca significativa no contetdo intramuscular de fosforilcreatina entre as condicoes,
antes e apos as intervencdes (Creatina — Pré: 21,4 £ 5,3/Pés: 20,6 + 2,7, delta escore = -
0,3 + 2,5 mmol/kg peso imido; Placebo — Pré: 20,4 + 3,7/P0s: 20,7 £ 3,6, delta escore =
-0,1 £ 4,2 mmol/kg peso umido, p = 0,45 da interacdo entre as condi¢des). Também,
ndo houve diferenca significativa entre as condicGes placebo e creatina para funcéo
muscular, capacidade aerdbia, composicdo corporal, densidade mineral Gssea e
qualidade de vida. Além disso, ndo houve alteracdo na funcdo renal apds a
suplementacdo de creatina e nenhum efeito adverso foi observado; Conclusdo: O
protocolo de suplementacao de creatina (0,1 g/kg/d) por 12 semanas foi bem tolerado e
livre de efeitos adversos. Entretanto, a suplementacdo de creatina ndo foi capaz de
aumentar o contetdo intramuscular de fosforilcreatina, o que se traduziu em auséncia de
melhora da funcdo muscular, aptiddo aerdbia, composicdo corporal e parametros de

qualidade de vida em pacientes com DM de inicio juvenil.

Descritores: Dermatomiosite, creatina, forca muscular, musculo/metabolismo, aptiddo

fisica, crianga; adolescente, ensaio clinico, resultado do tratamento.
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ABSTRACT

Solis MY. Safety and efficacy of creatine supplementation in juvenile dermatomyositis

[thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2014.

Introduction: Juvenile dermatomyositis (JDM) is an autoimmune idiopathic disease
characterized by skin rashes, insidious loss of muscle mass, symmetrical proximal
muscle weakness, decreased physical capacity, and fatigue. In this context, creatine
supplementation has emerged as a promising non-pharmacological therapeutic strategy
to counteract muscle dysfunction and low lean mass in a variety of conditions, including
in pediatric and rheumatic diseases. Objective: To examine the safety and efficacy of
creatine supplementation in Juvenile Dermatomyositis (JDM) patients; Methods: JDM
patients (n = 15) received placebo or creatine supplementation (0.1 g/kg/d) in a
randomized, crossover, double-blind design. Subjects were assessed at baseline and
after 12 weeks, with an 8-week washout period. Primary outcome was muscle function.
Secondary outcomes included body composition, bone mineral density, biochemical
markers of bone remodeling, inflammatory cytokines, aerobic conditioning, health-
related quality of life, disease-related parameters, dietary intake and muscle
phosphorylcreatine (PCR) content. Safety was assessed by laboratory parameters and
kidney function measurements such as >'Cr-EDTA clearance; Results: Intramuscular
PCR content was not significantly different between creatine and placebo before or after
the intervention (Creatine - Pre: 21.4 + 5.3, Post: 20.6 + 2.7, delta score = -0.3 = 2.5

mmol/kg wet muscle, ES = -0.15; Placebo - Pre: 20.4 £+ 3.7, Post: 20.7 + 3.6, delta score
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=-0.1 £ 4.2 mmol/kg wet muscle, ES = -0.15; 95% CI for delta score = -2.8 £+ 2.4, p =
0.45 for interaction between intervention). No significant changes between placebo and
creatine for muscle function and aerobic conditioning, body composition, bone mineral
density, and quality of life were detected, probably due to the lack of change in
intramuscular PCR content. Kidney function was not changed after creatine
supplementation and no side effects were noticed; Conclusion: a 12-week creatine
supplementation protocol is well tolerable and free of adverse effects but did not affect
intramuscular PCR, muscle function, body composition, bone mineral density or quality

of life in JDM patients.

Descriptors: Dermatomyositis, creatine, muscle strength, muscles/metabolism, physical

fitness, child, adolescent, clinical trial, treatment outcome.
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1. INTRODUCAO

A dermatomiosite (DM), assim como a polimiosite (PM) e a miosite por
corpusculo de inclusdo (MCI), € uma doenca muscular denominada miopatia
inflamatdria idiopatica (MI1), caracterizando-se pela presenca de fraqueza muscular e de
infiltrados inflamatdrios musculares (Rider e Miller, 1997). As Mlls na infancia e na
adolescéncia sdo raras, sendo a DM juvenil (DMJ) a forma mais comum, representando

85% casos (Symmons et al. 1995).

A cada ano, a DMJ acomete, nos Estados Unidos, 3,2 criancas por milh&o,
considerando-se apenas aquelas entre dois a 17 anos de idade (Mendez et al. 2003). No
Reino Unido e na Irlanda, estima-se que ocorram 0,19 casos por 100.000 criancas
abaixo dos 16 anos de idade por ano (Symmons et al. 1995). No Brasil, ha registros de
mais 178 casos de DMJ em nove centros diferentes (Sato et al. 2009). Curiosamente, a
DMJ acomete predominantemente o género feminino na proporcéo de 2:1 (Wedderburn;

Li, 2004).

A DMJ é uma angiopatia autoimune sistémica, resultante da interacdo entre o
meio ambiente e a suscetibilidade genética individual, a qual leva a disfuncdo do
sistema imune e resposta tecido-especifica (McCann et al. 2006). Evidéncias indicam
participacdo da imunidade celular contra os antigenos musculares, bem como a
formagéo de imunocomplexos, os quais resultam em inflamagéo perivascular, deplecéo
capilar, isquemia muscular, necrose e atrofia das fibras musculares (Sallum et al. 2002).

Além de dano no musculo esquelético e na derme, 69% dos pacientes com DMJ
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apresentam comprometimentos de um ou mais sistemas, tais como enddcrino,

gastrointestinal, pulmonar e cardiovascular (Ravelli et al. 2010).

De acordo com os critérios de Bohan e Peter (1975), o diagnostico da DMJ pode
ser confirmado pela presenca de eritema caracteristico, como o heliotropo (vasculite e
edema periorbitario) e papulas de Gottron (lesdo eritematosa em face dorsal das
articulagbes como metacarpofalangianas e interfalangianas proximais, joelhos,
cotovelos e tornozelos), associado a trés dos seguintes critérios: 1) fraqueza muscular
proximal simétrica dos membros, 2) elevacdo dos niveis séricos das enzimas
musculares, como a creatina quinase (CK), aldolase, lactato desidrogenase (LDH),
aspartato aminotranferase (AST/TGO) e aspartato alaninatransferase (ALT/TGP), 3)
eletromiografia alterada, caracterizada por unidades motoras curtas, polifasica,
fibrilacBes, ondas positivas, irritabilidade insercional, descargas repetidas de alta

frequéncia, e 4) bidpsia muscular com evidéncias de miopatia inflamatdria.

Em relacdo ao tratamento para DMJ, desde 1970 a corticoterapia tem sido
utilizada como tratamento de primeira escolha, podendo ser administrado na forma oral
(prednisona 1 a 2mg/Kg/dia) ou como pulsoterapia (metilprednisona 30mg/Kg/dia),
frequentemente associada a outros imunussupressores (e.g. metotrexato, azatioprina,
hidoxicloroquina, ciclosporina) (Al-Mayouf et al. 2001). Embora o tratamento
farmacoldgico tenha melhorado a sobrevida e o prognostico dos pacientes com DMJ, o
uso prolongado e de altas doses desses farmacos pode ocasionar danos severos e muitas
vezes irreversiveis sobre diversos 0rgaos e sistemas, em especial 0 muasculo esquelético

e o tecido 0sseo (Stewart et al. 2003).

Dessa maneira, 0 comprometimento microvascular do musculo esquelético e da

pele pode levar a progressiva fraqueza muscular proximal, diminui¢do da capacidade
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fisica e/ou fadiga muscular e também lesdo cutanea, caracterizada pelas papulas de
Gottron, heliotropo e eritema malar (Mastaglia et al. 2003; Ravelli et al. 2010). As
causas que levam a fraqueza, disfuncdo muscular e atrofia em pacientes com DMJ séo
diversas e incluem: inflamacéo sistémica e intramuscular, aumento das concentracdes
de citocinas pro-inflamatdrias (e.g. TNF-a, IL-1a e IL-1p), hipoatividade e o efeito do
préprio tratamento com corticosterdides no catabolismo protéico (Gualano et al. 2009a,

2010; Maillard et al. 2005; Takken et al. 2005, 2008).

Além das alteracBes citadas acima, alguns autores tém demonstrado que 0s
pacientes com DM e PM apresentam alteracdes metabdlicas no musculo esquelético.
Interessantemente, Tarnopolsky e Parise (1999a) demonstraram que pacientes com
miopatias possuem conteudos intramusculares de creatina (Cr) e fosfocreatina (PCr)
reduzidos. Achados semelhantes foram observados por Park et al. (1998) que, por meio
de espectroscopia de fésforo por ressonancia magnética (31P-ERM), demonstraram que
pacientes com PM e DM apresentavam reducdo nas concentragfes intramusculares de
adenosina tri-fosfato (ATP) e PCr, quando comparados a sujeitos saudaveis. Apés dois
anos, 0s mesmos autores verificaram uma reducdo de 35-40% das concentracGes dos
mesmos metabo6litos musculares nesses pacientes (Park et al. 2000). Esses achados
poderiam explicar a substancial piora na capacidade anaerdbia, a fadiga muscular e a
intolerancia a atividade fisica, especialmente durante o periodo de atividade da doenca
(Takken et al. 2003, 2005, 2008; Alexanderson et al. 2005, 2007; Ravelli et al. 2010).
Como consequéncia dessas alteragcdes, a maior parte dos pacientes relata piora da

qualidade de vida (Tarnopolsky, 2011).

Nesse contexto, a suplementacdo de creatina (Cr) — sabidamente capaz de elevar

os contetdos intramusculares de Cr e PCr em até 20% em individuos saudaveis (Harris
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et al. 1992) — emerge como potencial estratégia terapéutica nas desordens musculares. A
Cr (acido a-metil guanidino acético) € uma amina de ocorréncia natural encontrada
primariamente no musculo esquelético e sintetizada endogenamente (~1g/dia) por
orgdos como figado, rins e pancreas, a partir dos aminoacidos glicina, metionina e
arginina (Walker et al. 1976, Harris et al. 1992). Esse composto nitrogenado também
pode ser obtido exogenamente por meio da dieta, principalmente pela ingestdo carnes
vermelhas, frango, peixes e leite humano (obtém-se ~1g/dia de Cr pelos alimentos), ou
ainda, via suplementacao. No corpo humano, a Cr pode ser encontrada nas formas livres
(60 a 70%) e fosforiladas (30 a 40%). Cerca de 95% da Cr total (Cr livre + Cr
fosforilada) ¢ armazenada no musculo esquelético, e o restante encontra-se também em
células de alta atividade metabdlica, como o coracdo, musculos lisos, cérebro e

testiculos (Terjung et al. 2000; Walker et al. 1979; Wyss; Kaddurah-daouk, 2000).

1.1.  Papel da creatina no musculo esquelético

A Cr exerce uma importante funcdo bioquimica na rapida provisdo energética,
através da ressintese de ATP, via doacdo do grupo N-fosforil advindo da PCr. Essa
reacdo € catalizada pela enzima creatina quinase (CK), a qual esta presente em
diferentes isoformas em tecidos como o musculo esquelético (isoforma MM-CK) e
cérebro (isoforma BB-CK) (Wyss; Kaddurah-Daouk, 2000). Além disso, a Cr €
responsavel pela transferéncia energética da mitocondria (sitio de ressintese de ATP)
para o citosol (sitio de utilizagdo de ATP), razdo pela qual € conhecida como “tampao
espacial de energia”. Outras importantes funcdes desse sistema envolvem: a)
manutencdo da razdo ATP:ADP por meio do aumento da respiragdo mitocondrial, b) a

atenuacéo da elevacdo de ADP, c) prevencéo do estresse oxidativo, d) tamponamento de
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ions hidrogénio, e) ativacao da glicolise e glicogendlise por meio da liberacao de fosfato
inorganico (para detalhes, ver Wyss; Kaddurah-Daouk, 2000). Esse sistema é

comumente denominado sistema ATP/CK/PCr.

Dado que 95% do conteudo total de Cr estd armazenado no musculo esquelético,
torna-se 6bvio o papel impar do sistema ATP/CK/PCr no metabolismo desse tecido.
Interessantemente, apos o estudo pioneiro liderado pelo professor Harris et al. (1992)
que demonstrou que a suplementacdo de Cr (20 g/dia por cinco dias) é capaz de elevar
significativamente os contetdos intramusculares de Cr e PCr, esse suplemento vem
sendo efetivamente utilizado com o intuito de aumentar o rendimento fisico e esportivo
em sujeitos saudaveis e atletas. Diversos estudos tém demonstrado que, em adultos
saudaveis, a suplementacdo de creatina (0,1 a 0,3g/Kg/dia) em curto (~ cinco dias) ou
longo prazo (até 24 meses), associada ou ndo ao treinamento fisico, pode aumentar, em
média 15% a 35% as concentragdes intramusculares de Cr e PCr (Harris et al. 1992;
Rawson et al. 2002; Smith et al. 1999). A maior parte desse aumento ocorre nos dois
primeiros dias de suplementacdo (Harris et al. 1992). Em certas condi¢des patologicas,
como é o caso de pacientes com fibromialgia, tal aumento pode ser ainda mais
expressivo (~80%) (Alves et al. 2013), indicando que a presenca de alguma condicgéo

clinica pode afetar o modo como o paciente responde a suplementacéo.

Assim, os achados disponiveis na literatura apontam, consistentemente, para a
eficacia desse suplemento no aumento da forca, massa magra e melhora do desempenho
fisico em atividades de alta intensidade e curta duracdo (Nissen; Sharp, 2003; Hoffman
et al. 2005; Volek et al. 1999), além de aumentar a expressdo de genes e proteinas
relacionados a hipertrofia muscular (Deldicque et al. 2008; Safdar, 2008). Com base

nessas evidéncias, o interesse nos possiveis efeitos terapéuticos da suplementacéo de Cr
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tem crescido vertiginosamente, sendo este um emergente campo de pesquisa e
intervencdo em pacientes acometidos por um vasto espectro de doencas cronicas
debilitantes, caracterizadas por fragueza muscular, atrofia e disfuncdes mitocondriais,
tais como as miopatias inflamatdrias, distrofia muscular e cancer (Kley et al. 2008;

Gualano et al. 2009a).

1.2.  Efeito da suplementacéo de creatina nas miopatias

Como visto anteriormente, estudos utilizando a técnica 31P-ERM tém revelado
reducdes significativas das concentracdes intramusculares de PCr em pacientes com
miopatias, dentre as quais se destacam: a) distrofias musculares, tais como distrofia de
Becker (DMB), distrofia de Duchenne (DMD), distrofia facioescapuloumeral e
distrofias miotdnicas do tipo 1 e 2; b) miopatias inflamatdrias, tais como DM e PM, c)
miopatias metabdlicas, como doenca de McArdle; e d) miopatias congénitas e
mitocondriais. Nesse contexto, pesquisadores tem avaliado o papel da suplementacéo de
Cr nas desordens musculares, atuando como estratégia ndo medicamentosa
concomitante ao tratamento farmacol6gico comumente utilizado com esses pacientes

(Park et al. 1994; Tarnopolsky; Parise, 1999).

Tarnopolsky e Martin (1999b) reportaram ganhos de massa magra e forca
muscular em pacientes com distrofia muscular, miopatias inflamatorias e desordens
neuroldgicas periféricas quando suplementados com Cr (5 a 10g/dia) por 11 dias. Em
um estudo crossover e duplo-cego, Louis et al. (2003) investigaram o efeito da
suplementacdo de Cr (3g/dia por trés meses) em 15 pacientes entre seis a 16 anos com
DMB e DMD, caracterizadas por atrofia muscular grave e fraqueza, bem como

contratura muscular progressiva e rigidez articular. Como resultado, os pesquisadores
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verificaram que os pacientes que receberam Cr ndo demonstraram qualquer alteracdo na
rigidez articular total, porém, melhoraram a contracdo maxima voluntaria (+15%) e
praticamente dobraram a resisténcia a fadiga. Subsequentemente, Tarnopolsky et al.
(2004) realizaram um estudo crossover, duplo-cego e controlado por placebo com 30
pacientes pediatricos com DMD, os quais foram submetidos a suplementacao de Cr (0,1
o/kg/dia) por um periodo de quatro meses. Apds a suplementacdo de Cr, houve um
aumento significativo de massa livre de gordura e forca de preensdo manual nos
pacientes com DMD. Outra condi¢do que poderia ser potencialmente tratada com
suplementacdo de Cr refere-se a doenca de McArdle, a qual se caracteriza por
deficiéncia metabolica levando a intolerancia ao exercicio, fadiga prematura e
exacerbada dor muscular induzida por exercicio. Vorgerd et al. (2000) conduziram um
estudo duplo-cego, crossover, controlado por placebo, que demonstrou que a
suplementacdo de Cr por cinco semanas (cinco dias de sobrecarga com 0,15g/kg de
peso, seguido por 0,06g/kg de peso até o término do estudo) foi capaz de melhorar a

funcdo muscular em pacientes com essa condig&o.

Quanto as miopatias inflamatdrias, o estudo duplo-cego, randomizado e
controlado por placebo conduzido por Chung et al. (2007) verificou o efeito da
suplementacédo de Cr associada a pratica de atividade fisica sobre a funcéo e capacidade
muscular em pacientes adultos com DM e PM. Apoés seis meses de intervencdo, 0s
pacientes que foram suplementados com Cr (oito dias com 20g de Cr/dia seguido por 3g
de Cr/dia) apresentaram melhora significativa na funcdo muscular e tolerancia ao
esforco quando comparados ao grupo placebo. Além disso, foram observados, por meio
de 31P-ERM, aumentos nas concentracdes intramusculares de PCr. Esses achados

sugerem que a combinacdo da préatica de exercicios fisicos com a suplementacgéo de Cr
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pode ser um tratamento adjuvante eficaz para pacientes adultos com PM e DM (Chung
et al. 2007). Entretanto, esses dados ndo podem ser irrestritamente generalizados para
todas as miopatias inflamatdrias, em especial na populacao pediatrica, como é o caso da
DM de inicio juvenil, uma vez que ndo existem estudos que atentem tal efeito e,

portanto, mais investigacdes se fazem necessarias.

Esses resultados foram confirmados pela metanalise conduzida por Kley et al.
(2013), incluindo 14 ensaios clinicos randomizados com 364 pacientes com diversas
distrofias musculares. Foi observado que os pacientes apresentaram melhoras clinicas,
ganho de forca e funcdo muscular, exceto aqueles acometidos pelas distrofias
miotbnicas tipo 1 e distrofias facioescapuloumeral, os quais parecem ndo ser
responsivas a suplementacao de Cr. Os efeitos positivos da suplementacdo com Cr pode
ser explicado pelo aumento no conteudo de Cr e PCr intramuscular, o que pode
melhorar o fornecimento de energia e, consequentemente, melhorar a resisténcia e
funcdo musculares (para revisdo, ver Gualano et al. 2012). Por outro lado, a
suplementacdo de Cr também tem sido avaliada no metabolismo muscular por ativacdo
de células satélite (Olsen et al. 2006) e fatores de crescimento especificos do musculo
(por exemplo, IGF-1, 4EBP-1) (Deldicque et al. 2005). Cabe notar que todos o0s

pacientes apresentaram boa tolerancia a suplementacéao de Cr.

Além dos efeitos benéficos acima descritos, a suplementacdo de Cr poderia
atenuar os efeitos negativos do tratamento em longo prazo com corticosteroide, potente
anti-inflamatorio comumente empregado no tratamento das miopatias. A corticoterapia,
sabidamente, melhora a sobrevida, a atividade da doenca e qualidade de vida dos
pacientes, contudo, altas doses de corticosteroide por um longo periodo de tempo pode

provocar sérios efeitos deletérios, como, fraqueza muscular, retardo de crescimento e
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perda de massa 0ssea (Levy et al. 2010; Tarnopolsky, 2011). Estudos experimentais tem
demonstrado que animais tratados com metilprednisolona associada a suplementacgéo de
Cr apresentaram maior proporc¢do de fibras musculares do tipo 1l e maior conteudo total
de Cr nas fibras musculares rapidas, quando comparados aos animais submetidos ao
tratamento com corticosteroides sem a coadministracdo de Cr (Roy et al. 2002).
Adicionalmente, Menezes et al. (2007) provaram que a suplementacdo de Cr reverteu
completamente os efeitos atroficos da dexametasona em fibras musculares do tipo I, lla
e lIx. Embora tais achados ndo possam ser extrapolados para humanos, esse estudo
sugere que a Cr possui um grande potencial terapéutico no tratamento de atrofia

induzida por glicocorticéide, condicdo bastante prevalente em pacientes com DMJ.

1.3.  Papel da creatina no metabolismo 6sseo

Diversos estudos tém demonstrado que pacientes pediatricos com doengas
reumatoldgicas apresentam retardo no crescimento linear 6sseo, reducdo da densidade
mineral 0ssea e aumento da frequéncia de fraturas (Pereira et al. 1998; Fernandes et al.
2004). Os mecanismos envolvidos nesse processo sdo multifatoriais e incluem o
aumento de citocinas pro-inflamatorias (e.g. TNF-a, IL-1 e IL-6), reducdo dos niveis de
atividade fisica, diminuicdo da exposicdo ao sol, ingestdo inadequada de calcio e
vitamina D, atraso puberal e uso de farmacos (glicocorticoides, metotrexato e
ciclosporina) (Perez et al. 1994). No que tange a DMJ, aproximadamente, 50% dos
pacientes apresenta osteopenia ou osteoporose, decorrente da baixa massa déssea e
alteracdo da microarquitetura do tecido 0sseo, mesmo antes de iniciar o uso da
corticoterapia, situacdo essa que pode ser agravada pelo diagndstico tardio da doenga ou

persisténcia da atividade da doenca (Stewart et al. 2003).
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Curiosamente, 0 0sso € um tecido metabolicamente ativo, o qual se encontra em
constante renovacdo pelos processos de modelacdo e remodelacdo ao longo a vida
(Clarke, 2008). A modelacao 0ssea consiste na mudanca da forma e tamanho dos 0ssos
em resposta a estimulos mecéanicos e fisiologicos, regulados, principalmente, por
horménios cuja homeostase é fortemente relacionada a idade e a maturacéo sexual (Teti,
2011). Cabe ressaltar que 90% da massa 6ssea € adquirida nas duas primeiras décadas
de vida, atingindo o pico maximo de massa Gssea e resisténcia 0ssea (Saggese et al.
2001). J& o remodelamento dsseo é o processo pelo qual o tecido Osseo ¢é
constantemente renovado, a fim de manter sua forca e homeostase, sob a acdo dos

osteoclastos e osteoblastos, respectivamente (Teti, 2011).

Assim, as células do tecido dsseo necessitam de grande aporte energético para que
sobrevivam, proliferem e se diferenciem, a fim de manter o desenvolvimento e a
reparacao tecidual (Gerber et al. 2005). Essa energia provém da glicdlise e da
fosforilagdo oxidativa, bem como do sistema ATP/CK/PCr. Dentro das células dsseas, 0
sistema ATP/CK/PCr expressa diferentes isoformas de CK nos diferentes estagios de

desenvolvimento (Wallimann; Hemmer, 1994; Funanage et al. 1992).

Evidéncias na literatura sugerem ainda que a utilizagdo de Cr em cultura de
osteoblastos primarios de ratos pode estimular metabolismo, diferenciacdo e
mineralizacdo de osteoblastos, mencionando potencial acdo da Cr sobre processos
osteometabdlicos durante o crescimento e a reparacdo tecidual in vivo. (Gerber et al.
2005). Outros estudos demonstram que a suplementagdo de Cr pode agir na
manutencdo de massa 0ssea em ratos saudaveis (Antolic et al. 2007) e em pacientes com
distrofias musculares. Louis et al. (2003) verificaram aumento de 3% da densidade

mineral dssea e reducdo, aproximadamente, de um ter¢co na excrecdo de marcadores
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bioquimicos de reabsorcdo 0ssea (e.g. colageno tipo 1 e N-telopeptideo — NTx) em
criancas com distrofia muscular apds 12 semanas de suplementacdo de Cr (3g/dia).
Tarnopolsky et al. (2004) observaram importante reducdo de marcadores do
metabolismo 6sseo, como 0 NTX, ap6s 16 semanas de suplementacdo de Cr (0,1g/Kg de
peso/dia) em criancas com DMD sob regime crénico de corticoesteroides. Ambos 0s
estudos ilustram os possiveis beneficios da Cr tambem sobre a massa 6ssea. Contudo,
nenhuma pesquisa até o presente momento investigou o efeito da suplementacdo de Cr

sob a densidade mineral 6ssea e metabolismo dsseo de pacientes com DMJ.

1.4.  Efeito da suplementacéo de creatina na funcéo renal

Apesar de diversas evidéncias assegurarem a eficicia da suplementacdo de na
melhora do desempenho fisico esportivo, forca e fun¢do muscular em individuos
saudaveis, bem como em algumas doencas, como em miopatias, ha uma preocupacao
acerca da seguranca desse suplemento, sobretudo em relacdo a funcédo renal (Pritchard;

Kalra, 1998; Kuehl et al. 1998).

A Cr é espontaneamente convertida, por meio de reacdo ndo enzimatica, a
creatinina. Em humanos, a taxa de degradacdo de Cr é de aproximadamente 1,6% do
estoque total, ou seja, cerca de 2 g de Cr por dia sdo convertidos em creatinina, que
segue pela circulacdo até os rins para ser excretada pela urina (Snow; Murphy, 2003).
Quando o rim funciona de modo normal (ou seja, quando a taxa de filtragdo glomerular
é normal), a creatinina presente no sangue € constantemente direcionada a urina, de tal
forma que a concentracdo sanguinea de creatinina € mantida constantemente baixa,
dentro de valores fisioldgicos (que, em geral, variam entre 0,9 a 1,5 mg/dl). Sempre que

a taxa de filtragdo glomerular diminui, a taxa de remocdo da creatinina do sangue



26

diminui, e a concentracdo sanguinea de creatinina aumenta. Dessa forma, o aumento na
concentracdo de creatinina sérica indica reducdo na taxa de filtracdo glomerular, o que,
em Ultima andlise, € entendido como queda na funcdo renal. Sendo assim, o marcador
indireto para avaliar a funcdo renal mais comumente utilizado na prética clinica tem

sido a concentracao de creatinina sérica.

De fato, alguns estudos em humanos demonstraram que a suplementacdo de Cr
pode aumentar as concentracfes de creatinina sérica (Poortmans et al. 1997; Robinson
et al. 2000), o que poderia ser interpretado como uma reducdo da funcao renal. Por
outro lado, a maioria dos estudos mostrou aumentos apenas discretos na concentracéo
de creatinina sérica, 0s quais nao ultrapassavam os limites de normalidade desse
marcador (Poortmans; Francaux, 1999; Kreider et al. 2003; Poortmans et al. 2005;
Gualano et al. 2008). Sendo assim, 0 uso da creatinina sérica como marcador da funcéo
renal ndo parece ser apropriado quando do uso de Cr suplementar, pois a suplementacao
de Cr podera levar ao aumento na formacdo de creatinina (Gualano et al. 2008).
Utilizando-se de outro marcador indireto da funcéo renal, a cistatina C, Gualano et al.
2008 demonstraram que altas doses de Cr por longo periodo de tempo (10 g/d por trés
meses) ndo alterou a filtracdo glomerular de individuos jovens submetidos ao

treinamento fisico.

Nosso grupo tém demonstrado repetidamente, por meio de técnica padrdo-ouro
conhecida como clearance de *!Cr-EDTA, que altas doses de Cr sdo seguras e ndo
ocasionam sobrecarga renal em adultos sedentarios (Gualano et al. 2008); em individuos
aparentemente saudaveis com dieta de alto teor proteico (Lugaresi et al. 2013); em um
individuo com rim unico (Gualano et al. 2010), em individuos com risco aumentado

para desenvolver doenca renal cronica como, por exemplo, diabéticos do do tipo Il
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(Gualano et al. 2011), mulheres na po6s-menopausa (Neves et al. 2011) e pacientes com

lUpus eritematoso sistémico de inicio juvenil (Hayashi et al. in press).

Por fim, é importante ressaltar que a suplementacdo de Cr ndo possui efeitos
adversos conhecidos em adultos jovens (Pluim et al. 2010). Entretanto, tendo em vista
que ndo ha estudos atestando a seguranca da suplementacdo de Cr em pacientes com
DM de inicio juvenil, faz-se prudente e necessario o0 acompanhamento da funcéo renal

nessa populacéo.

Notadamente, a maioria dos tratamentos para MII juvenil esta baseado em estudos
observacionais e em experiéncia clinica, sendo escasso 0 nimero de estudos clinicos,
randomizados e controlados com esta populacdo (Feldman et al. 2008). Apesar do
prognostico para a DMJ ser frequentemente positivo, diversos pacientes apresentam
fraqueza muscular persistente, perda de densidade mineral 6ssea e atrofia do musculo
esquelético, oriundos do curso da propria doenca e/ou uso em longo prazo de farmacos
(como, por exemplo, prednisona). Nesse sentido, novas estratégias terapéuticas capazes

de atenuar os efeitos adversos tém ganhado relevancia clinica.

Diante do exposto, portanto, pode-se inferir que hd um grande potencial
terapéutico da suplementacdo de Cr em pacientes com miopatias inflamatérias, em
especial DM de inicio Juvenil. Contudo, apenas estudos duplo-cegos, aleatorizados e
controlados por placebo poderdo confirmar se esse suplemento nutricional é efetivo e
seguro também para a populacdo juvenil. Desta forma, torna-se relevante investigar os
possiveis efeitos terapéuticos da suplementacdo de Cr em pacientes com DM de inicio

juvenil.
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2. OBJETIVO

Investigar a eficécia e a seguranca da suplementacdo de Cr em pacientes com DM

de inicio juvenil.

2.1.

Obijetivos especificos

1) Determinar os efeitos da suplementacdo de Cr sobre a atividade da doenca,
qualidade de vida e capacidade fisica em pacientes com DM de inicio juvenil,

2) Investigar a influéncia da suplementacdo de Cr sobre o metabolismo 06sseo,
composicao corporal e marcadores inflamatorio em pacientes com DM de inicio
juvenil,

3) Investigar a eficacia da suplementacdo de Cr sobre as concentracdes
intramusculares de PCr e ATP através de 31P-ERM em pacientes com DM de
inicio juvenil;

4) Avaliar a seguranca da suplementacdo de Cr sobre a funcdo renal em pacientes
com DM de inicio juvenil;

5) Comprar as concentragc@es intramusculares de PCr e ATP de pacientes com DM

de inicio juvenil com individuos saudaveis.
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3. METODOS

O trabalho foi realizado durante o periodo de Novembro de 2010 a Outubro de
2013 no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo
(HC-FMUSP). A equipe de pesquisa foi composta por quatro médicos reumatologistas
e pediatras (Dr?. Ana Ldcia S. Pinto e Dr? Fernanda Rodrigues Lima - Reumatologia
HC-FMUSP; Prof. Dr. Clévis Artur da Silva e Dr* Adriana S. Maluf - Reumatologia
Instituto da Crianca ICr-FMUSP), responsaveis por recrutar, selecionar e acompanhar
os voluntarios durante o seguimento. As avaliacGes de 31P-ERM foram realizadas com
supervisdo da Dra. Maria C. G. Otaduy (Instituto de Radiologia - INRAD HC-
FMUSP). As avaliagOes de funcdo renal foram realizadas com supervisdo de médico
nefrologista (Dr. Marcelo Tatit Sapienza - Medicina Nuclear INRAD HC-FMUSP). A
densidade mineral Gssea e a composicdo corporal foram avaliadas por meio de
densitometria de dupla emissdo com fonte de raios-X (DXA), no Laboratério de
Metabolismo Osseo da FMUSP, com supervisio da Profé. Dr2. Rosa Maria Rodrigues
Pereira. Os testes fisicos (realizados no Laboratério de Avaliagdo e Condicionamento
em Reumatologia - LACRE) foram conduzidos por especialistas treinados. Os
recordatdrios alimentares e os questionarios foram aplicados pela aluna de doutorado
Marina Yazigi Solis (Reumatologia HC-FMUSP), que supervisionou todas as etapas

experimentais da pesquisa, com orientacdo do Prof. Dr. Bruno Gualano (EEFE-USP).

3.1. Desenho experimental

Trata-se de um estudo clinico crossover, duplo-cego, contrabalanceado e

controlado por placebo. A randomizacdo da ordem dos tratamentos foi estratificada por
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forca muscular (valores de leg press) e estadgio de maturacdo sexual. O periodo de
suplementacdo (placebo ou Cr) foi de 12 semanas, intercalado por um periodo de
washout de oito semanas. O projeto foi inscrito no banco de ensaios clinicos norte-
americano ClinicalTrial (www.clinicaltrial.gov — registrado como NCT01217320),

conforme solicitado pelos principais jornais cientificos da area de salde.

Quinze voluntarios com DM de inicio juvenil foram selecionados para participar
deste estudo. Todos os voluntarios foram aleatoriamente alocados em uma das seguintes
condicdes: Placebo (PL) ou Creatina (Cr). Ao longo de 12 semanas, um grupo de
pacientes com DM de inicio juvenil foi submetido a suplementacdo de Cr, enquanto o
outro foi submetido a administracdo de PL. Apds oito semanas do termino da
intervencdo, os pacientes que foram submetidos a suplementacdo de Cr e os que foram
com PL, foram suplementados por mais 12 semanas, com PL e Cr, respectivamente.
Assim, em um periodo de oito meses, todos os pacientes foram submetidos a ambos 0s
tratamentos. Todos os voluntarios foram orientados a ndo ingressarem em programas de

atividade fisica sistematizada durante o periodo de estudo.

Todos os pacientes foram avaliados em relacdo a atividade da doenca, forca e
funcdo muscular, capacidade aerdbia, qualidade de vida e os possiveis efeitos adversos
da suplementacdo. Além disso, foram realizados exames bioquimicos para verificar a
fungédo renal e a atividade de enzimas musculares. A 31P-ERM foi realizada para
mensuracdo das concentracGes intramusculares de PCr. Todos o0s exames foram
realizados no periodo inicial (PRE 1), apds a primeira intervencdo (POS 1), apds o
periodo de washout (PRE 2) e apds a segunda intervencéo (POS 2). A Figura 1 ilustra o

modelo experimental do estudo.
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Figura 1. Desenho experimental do projeto.

washout

|

Suplementacao de PL ou Cr Suplementacao de PL ou Cr
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Abreviacdo: PL = placebo; Cr = creatina; 31P-ERM = espectroscopia de fosforo por ressonancia
magnética; PRE = pré-intervencdo; POS = pds-interverngio.

Ademais, foram selecionados 15 voluntarios saudaveis, os quais foram
denominados grupo controle, sendo pareados por idade com os pacientes de DM de
inicio juvenil. Todos os voluntarios foram avaliados quanto a forca e funcdo muscular,
nivel de atividade fisica, capacidade aerdbia e concentracdes intramusculares de PCr

apenas no periodo inicial (PRE 1).

3.2. Recrutamento e selecdo de voluntérios

O recrutamento dos pacientes com DM de inicio juvenil foi realizado no ICr-

FMUSP e no Ambulatério do Instituto Central da FMUSP. Foram considerados
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elegiveis pacientes com sete a 21 anos, pré e pos-puberes de ambos 0s géneros,
diagnosticados com DMJ antes dos 18 anos, de acordo com os critérios descritos por
Bohan e Peter (1975), podendo estar em atividade da doenca (n = 5) ou fora de

atividade da doenca (n = 10) (Lazarevic et al. 2012).

Os pacientes com DM de inicio juvenil selecionados mantinham estavel o
tratamento medicamentoso (durante, pelo menos, dois meses anteriores ao inicio do
protocolo e durante todo o periodo de intervencdo), com doses de prednisona inferiores
ou igual a 40 mg/dia. Foram considerados critérios de exclusdo: 1) macroalbuminuria,
2) taxa de filtracdo glomerular menor que 30 mL/min/1,73m?2, 3) uso de contraceptivos
hormonais, 4) gravidez, 5) diabetes mellitus, 6) hipotiroidismo, 7) amenorreia (auséncia
de ciclos menstruais consecutivamente por um periodo superior a quatro meses) e 8)
uso de corticosterdides acima de 40 mg/dia. As caracteristicas demograficas basais,
regime de medicamentos utilizados e os parametros de atividade da doenca dos

pacientes com DM de inicio juvenil antes da intervencao sao apresentados na Tabela 1.

O uso de contraceptivo masculino por barreira (camisinha) foi orientado para
todos os pacientes atendidos no ICr-FMUSP e no Instituto Central. Se houvesse casos
particulares, seria indicado para as pacientes do sexo feminino o uso do contraceptivo
de emergéncia Levonorgestrel (pilula do dia seguinte). Assim, durante o estudo, foram
orientados métodos contraceptivos para todos os pacientes, de ambos 0s géneros, que

mantinham relacGes sexuais.
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Tabela 1. Caracteristicas demogréaficas, regime de medicamentos e parametros de atividade da doenca dos pacientes com DM de inicio

juvenil antes da intervencéo

_ Género  Idade Estagio Tempo de Dose atual (mg/d)/ _ Uso de outros EVA CPK
Paciente de IPAQ doenca Dose cumulativa de imunossupressores/ CMAS MMT .
(F/M)  (anos) ) o médico  (U/L)
Tanner (anos) prednisona (g) antimalaricos
Ativo
1 F 14 M4P4  Moderado 7 75119 MTX; Ciclo/ HCLQ 45 80 3,0 143
2 M 17 G3P3 Moderado 5 0/25,9 MTX; Ciclo/ HCLQ 41 79 1,0 130
3 F 13 M5P4 Baixo 13 0/57,4 MTX/ - 44 80 2,0 70
4 M 13 G3P4 Baixo 2 40/ 38,2 MTX; Ciclo/ HCLQ 46 80 1,0 162
5 F 7 M1P1  Moderado 2 5/19,8 MTX /HCLQ 44 80 2,0 80
Inativo
6 F 9 M2P1  Moderado 8 0/6,6 - 52 79 0,0 160
7 F 7 M1P1 Baixo 5 0/11,6 MTX / - 49 80 0,0 98
8 F 21 M5P5  Moderado 6 5/57,9 MTX; Ciclo / - 52 80 0,0 287
9 M 15 G3P3 Moderado 9 0/17,8 - 52 80 0,0 584
10 F 11 M4P4 Baixo 8 0/13,0 MTX/ - 52 80 3,0 98
11 F 15 M5P4 Alto 10 0/275 - 51 80 0,0 65
12 F 11 M3P3 Baixo 11 3/17,3 MTX /HCLQ 51 80 0,0 165
13 M 21 G4P4 Moderado 7 0/14,6 MTX /HCLQ 51 80 0,0 77
14 M 14 G3P3 Alto 9 0/195 - 52 80 2,0 75
15 F 13 M3P3  Moderado 8 0/19,2 MTX / - 52 80 0,0 81
Média 13 7 48,9 79,9 0,9 151,7
(dp) @ @ 024 (8 (04 (L2 (1330

Abreviacdo: G = genitalia; P = pelos pubianos M = mamas; IPAQ = International Physical Activity Questionnaire (versdo curta [Klatchoian et al., 2008]); MTX =

Metotrexato; Ciclo = Ciclosporina; HCLQ = hidroxicloroquina; CMAS = Childhood Myositis Assessment Scale, MMT = Manual Muscle Testing, EVA médico =

Escala Visual Analdgica do médico e CPK = creatina fosfoquinase. Nota: os 5 primeiros pacientes foram considerados em atividade da doenca de acordo com o0s

critérios de Lazarevic et al. 2012.



34

O recrutamento do grupo controle foi realizado por intermédio dos proprios
pacientes que participaram do estudo, sendo convidados irmdos, primos, amigos e
conhecidos, com idade entre sete a 21 anos, pré o pés-pubere e de ambos os géneros
(oito meninos e sete meninas). Foram considerados critérios de exclusdo: 1) presenca
de DMJ ou qualquer doenca autoimune, 2) macroalbumindria, 3) taxa de filtracdo
glomerular menor que 30 mL/min/1,73m?, 4) uso de contraceptivos hormonais, 5)
gravidez, 6) diabetes mellitus, 7) hipotiroidismo, 8) amenorreia (auséncia de ciclos
menstruais consecutivamente por um periodo superior a quatro meses) e 8) uso crénico

de imunossupressores.

Na tabela 2 sdo apresentadas as caracteristicas antropométricas, capacidade fisica,
forca e funcdo muscular no periodo basal dos pacientes do DM de inicio juvenil e do

grupo controle.

Os pacientes e os voluntéarios saudaveis (grupo controle) que se adequaram ao
perfil supracitado foram convocados mais uma vez, para serem informados sobre todos
os detalhes do projeto. Além disso, 0s pais ou responsaveis legais assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido para participagdo do projeto.



Tabela 2. Dados antropométricos, capacidade fisica, forca e funcdo muscular dos

pacientes com DM de inicio juvenil e do grupo controle
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Pacientes com DM

Variavel de inicio juvenil Grupo controle p

Peso (Kg) 51,45 (19,06) 49,91 (18,19) 0,64
Estatura (m) 1,53 (0,16) 1,55 (0,19) 0,94
IMC (Kg/m?) 21,36 (5,19) 20,04 (3,59) 0,42
Idade (anos) 13,53 (4,66) 14,31 (4,01) 0,90
1 RM Leg press (kg) 34,67 (12,88) 53,00 (22,32) 0,02*
1 RM Supino (kg) 16,07 (10,37) 24,71 (14,13) 0,10
Preensdo manual (kg) 20,53 (10,06) 23,14 (9,89) 0,64
Timed-Stands (rep) 16,47 (3,74) 18,93 (2,02) 0,05*
Timed-Up-And-Go (5) 5,62 (3,74) 5,26 (0,42) 0,14
VO, no La (mL/min/kg) 16,22 (4,65) 20,21 (3,33) 0,01*
VO, no PCR (mL/min/kg) 25,52 (5,65) 36,91 (6,84) 0,01*
VOsmax (ML/Min/kg) 31,57 (8,54) 41,77 (5,68) 0,01*
Tempo no La (s) 348,00 (75,04) 428,57 (90,71) 0,03*
Tempo no PCR (s) 594,00 (129,88) 747,86 (121,98) 0,01*
Tempo de teste (s) 716,00 (181,73) 923,57 (141, 78) 0,01*

Todos os dados sdo expressos em média (desvio padrdo). O simbolo (*) representa diferenca significativa
entre as variaveis dos pacientes com DM de inicio juvenil e o grupo controle. Abreviagdes: IMC = indice
de massa corpdrea; La = limiar anaerdbio; PCR = ponto de compensagdo respiratoria; VO, = consumo de
0Xigénio; VO, = consumo maximo de oxigénio. Nota: 8 voluntarios do grupo controle apresentavam
nivel de atividade fisica alto e 7 apresentaram nivel moderado.
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3.3. Consumo alimentar

No periodo PRE 1, POS 1, PRE 2, POS 2, foram conduzidas avaliagbes
nutricionais por meio de recordatérios alimentares em trés dias ndo consecutivos (dois
dias Uteis e um dia do final de semana), para que a variacdo da ingestdo, que
normalmente ocorre neste periodo, constasse na avaliacdo. Para auxilio na
quantificacdo das por¢des alimentares durante o recordatdrio, foi utilizada uma cartilha
com desenhos de utensilios e porcdes, desenvolvida e validada pela equipe de nutri¢do
do Laboratdrio de Nutricdo e Metabolismo Aplicado a Atividade Motora (Polacow et
al. 2003a; Polacow et al. 2003b) e, também, um livro contendo fotos de 100 porg¢des

alimentares.

Os recordatorios foram aplicados aos voluntarios na presenca dos pais e/ou
responsaveis, por um nutricionista treinado. Os dados das trés avaliacbes foram
tabulados por um Unico avaliador experiente, com o auxilio do programa Avanutri
versdo online. Foram analisadas as ingestbes de energia (em quilocalorias) e
macronutrientes (em gramas e porcentagem do total). As quantidades de creatina (g)
presentes na dieta foram estimadas com base nas tabelas especificas contendo

alimentos fonte de creatina (Harris et al. 1997; Newcomer et al. 1993).

3.4. Suplementacgéo e vendamento

Os suplementos foram providenciados conforme o modelo duplo-cego. A
alocacdo dos pacientes nos grupos foi estratificada por forca muscular e maturacao
sexual. Apenas um pesquisador do estudo, sem contato com qualquer tipo de avaliagcdo
e analise dos dados, se responsabilizou pela alocagdo dos pacientes no estudo. Em uma

das condicdes, os voluntarios receberam 0,1 g/kg de peso/dia de Cr monoidrato em po,
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enguanto que na outra, receberam a mesma dose de dextrose. Os suplementos foram
entregues em plasticos do tipo zip lock, dentro de uma sacola devidamente identificada
com o nome do voluntario. Todos os voluntarios foram orientados a ingerir o
suplemento acompanhado de suco de livre escolha, uma vez ao dia, de preferéncia apds

0 almoco.

Para confirmar a aderéncia a suplementacdo, os voluntarios preencheram uma
tabela com data e horario da suplementacdo, bem como foram comunicados a

devolverem os pléasticos zip lock apos o consumo do suplemento.

Ao final do estudo, os pacientes foram inquiridos acerca do suplemento ingerido.
A porcentagem de acerto foi comparada entre os grupos como forma de assegurar a

eficiéncia do “vendamento” da pesquisa.

3.5. Fosforilcreatina intramuscular

As concentragdes intramusculares de PCr foram determinadas por 31P-ERM,
utilizando equipamento de corpo inteiro de imagem, por ressonancia magnética de 3
Tesla (Achieva Intera, Philips, The Netherlands) e bobina de superficie de fosforo

(31P) com diametro de 14 cm.

Para selecdo do volume muscular, foram adquiridas trés imagens nos planos
axial, coronal e sagital da perna com a bobina de corpo na frequéncia de 1H. Para
aquisicdo do espectro, foi utilizada a técnica de voxel unico (single voxel), com a
sequéncia de pulso image selected in vivo spectroscopy (ISIS), tempo de eco (TE)
minimo de 0,62 ms e tempo de repeticdo (TR) de 4500 ms. O tamanho do véxel foi

adaptado ao volume do mdsculo do paciente e a largura de banda do espectro foi de
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3000 Hz, com amostragem de 2048 pontos e 64 repeticbes. O tempo de aquisicdo de
cada 31P-ERM foi de, aproximadamente, 9 min. Os dados brutos da espectroscopia
foram processados incluindo os seguintes passos: apodizacdo, correcdo de fase e
transformada de Fourier. O sinal da PCr foi quantificado em relacdo ao sinal total do

ATP (soma dos picos a-, B-, y-ATP).

Além disso, também foram realizadas avalia¢6es basais de 31P-ERM em criancas
e adolescentes saudaveis (oito meninos e sete meninas), pareados de acordo com a
idade dos pacientes com DM de inicio juvenil que participaram do projeto e finalizaram

0 protocolo.

3.6. Avaliacdo do estagio puberal e exames clinicos

A avaliacdo do estagio de maturacdo sexual foi realizada por meio do estagio
puberal de Tanner (Tanner, 1962). Como padrdo das medidas antropométricas (peso e
estatura), foi utilizada a curva de crescimento e desenvolvimento da Organizacao
Mundial da Satde (OMS, 2007) e foram calculados os escores de desvio-padrdo (Z-

escores) para nossa amostra (Ogden et al. 2002).

Os dados clinicos especificos da doenca, assim como idade de inicio, tempo de
duracdo e atividade foram obtidos através de revisao de prontuarios e entrevista. A
avaliacdo da terapéutica medicamentosa incluiu tempo de utilizacdo, dose atual em
miligramas e dose cumulativa (em gramas) de cada um dos medicamentos empregados
para controle da doenca, a saber: corticosterdides, metotrexato, ciclosporina e

gamaglobulina endovenosa. As doses de todos os corticosterdides utilizados
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(prednisona, prednisolona e metilprednisolona) foram transformadas em gramas de

prednisona, atraves do calculo de equivaléncia entre as drogas.

Nos periodos PRE 1, POS 1, PRE 2 e POS 2, foram determinadas a atividade da
doenca e qualidade de vida por meio de questionarios especificos. A atividade da
doenca dos pacientes com DM de inicio juvenil foram aferidas através dos seguintes
instrumentos: Childhood Myositis Assessment Scale (CMAS) - pontuacdo que pode
variar entre 0 a 52 (escores mais altos significam melhor capacidade funcional) (Lovell
et al. 1999); Manual Muscle Testing (MMT) - pontuacdo que pode variar entre 0 a 80
(escores mais altos significam melhor capacidade funcional) e Disease Activity Score
(DAS) - pontuacdo que pode variar entre 0 a 20 (escores mais altos significam piora da
atividade da doenca) (Bode et al. 2003), cujas reprodutibilidades ja foram comprovadas

em um recente estudo realizado por Santiago et al. (2008).

3.7. Avaliacdo do nivel de atividade fisica, da forca e funcdo muscular

Para avaliar o nivel de atividade fisica diaria antes e durante o estudo, cada
voluntario respondeu ao questionario internacional de atividade fisica (IPAQ -
International Physical Activity Questionnaire - versdo curta) com o auxilio de um
pesquisador treinado, podendo ser classificado em nivel de atividade fisica baixo,

moderado ou alto (Klatchoian et al. 2008).

A forca dindmica foi avaliada por teste de uma repeticdo méxima (1 RM). Os
pacientes realizaram aquecimento com oito repeticbes, com um peso leve (50% de 1
RM). Apds dois minutos de intervalo, nova série com trés repeticdes foi realizada, com

peso moderado (70% de 1 RM). Ap0s trés minutos de intervalo, foram realizadas de
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trés a cinco tentativas para estimar a carga maxima, com trés minutos de descanso entre
cada tentativa. Os testes foram realizados nos aparelhos leg press unilateral e supino
horizontal. Além disso, foi avaliada a forca de preensdo manual (handgrip) através de
um dinamdmetro de mao. O teste foi realizado com a mdo dominante do paciente, o
qual se manteve em posicdo ereta e com o0 braco estendido ao longo do corpo. O
paciente realizou o maximo de forca de preensdo manual no aparelho por cinco
segundos. O maior valor obtido dentre trés tentativas, separadas por um minuto de

intervalo, foi considerado a forca de preensdo manual.

Para avaliar a funcdo muscular, foi empregado o teste “Timed-Stands” adaptado
(Newcomer et al. 1993), no qual é contabilizado, em 30 segundos, 0 nimero de vezes
que o sujeito consegue se levantar e sentar em uma cadeira utilizando apenas 0s
membros inferiores. Ja a mobilidade funcional foi avaliada pelo teste “Timed Up-And-
Go” (Podsiadlo; Richardson, 1991), no qual se avalia o tempo necessario para que o
paciente se levante de uma cadeira, caminhe trés metros, dé uma volta de 180 graus, e
retorne a cadeira. Em cada teste o paciente realiza duas tentativas e o melhor
desempenho foi considerado. Além disso, 0s voluntarios passaram por duas sessfes de

familiarizag&o realizada pelo menos 48 horas antes do teste inicial.

3.8. Avaliacgdo da capacidade aerdbia

Para a determinacdo dos limiares ventilatorios e poténcia aerdbia, os pacientes
realizaram um teste ergoespirométrico, em esteira rolante (Centurion 200, Micromed),
seguindo um protocolo em rampa com aumento a cada minuto na carga de trabalho
(velocidade e/ou inclinagdo) até a exaustdo, sendo verificada a percepcao subjetiva de

esforco, com o auxilio da escala de Borg (Borg, 1987), antes e apds o periodo de
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suplementacdo. No dia anterior ao teste, os voluntarios receberam por escrito todas as
instrucdes relevantes a execucdo do teste. Durante o teste, o comportamento
cardiovascular foi continuamente avaliado através de eletrocardiografo de 12
derivacbes, com monitoracdo da FC. Por meiode um ergoespirdmetro
computadorizado (Metalyzer modelo 111 b/breath-by-breath), a ventilacdo pulmonar
(VE) foi medida a cada expiracdo; sensores de oxigénio (O,) e de didxido de carbono
(CO,) foram utilizados para analisar as fraces expiradas de O, e CO,, respectivamente,
a cada ciclo respiratorio. A partir das analises da VE e das concentracdes dos gases
expirados, foram calculados o consumo de oxigénio (VO,) e a producédo de didxido de
carbono (VCO,). O consumo maximo de O, (VO,max) foi determinado pela média dos
ultimos 30 segundos obtidos do VO, no teste. Os testes foram considerados maximos
quando um dos quatro seguintes critérios foram atingidos: 1) platd do VO;; 2) razao de
troca respiratoria >1,0; 3) FC > 180 bpm; e 3) PSE > 17. Os limiares ventilatorios
foram determinados com base nas respostas dos equivalentes ventilatorios de
O, (VE/VO;) e CO, (VE/VCOy). O limiar anaerébio ventilatério (LAV) foi
considerado como 0 ponto em que ocorreu abrupto aumento no VE/VO,, sem
concomitante aumento do VE/VCO,. O ponto de compensacao respiratério (PCR) foi
considerado como a intensidade em que ambos o0s equivalentes ventilatorios

apresentaram aumento similar.

Todos os testes fisicos foram realizados no LACRE nos periodos PRE 1, POS1,

PRE 2 e POS 2 por um Unico avaliador experiente, sob a supervisio de um médico.

3.9. Avaliacdo da densidade mineral 6ssea e composi¢do corporal
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A composicao corporal foi avaliada por meio de DXA, atraves do equipamento
Hologic Discovery. O indice de massa magra e o de massa gorda foi calculado
dividindo-se massa magra (kg) ou massa gorda pela altura, em metros quadrados (m2).
A analise do corpo inteiro foi realizada sem considerar a cabeca, a qual pode aumentar
a variabilidade da medida em criancas (Pecoraro et al. 2003). Para minimizar possiveis
efeitos intervenientes do tamanho do esqueleto em medidas repetidas, foi calculada a
densidade mineral Gssea aparente (DMOA) dos pacientes. A DMOA foi avaliada
dividindo a densidade mineral 6ssea (DMO) em um determinado local (coluna, fémur
total e corpo inteiro) pela raiz quadrada da area do corpo (AC) correspondente
(DMOA= DMO/VAC) (Carter et al. 1992; Santiago et al. 2008). Todas as medicdes
foram realizadas pelo mesmo técnico treinado. O erro de precisdo para a medida de
DMO foi determinado de acordo com as normas estipuladas pela International Society
for Clinical Densitometry protocols (Baim et al. 2005). A menor variagdo considerada
foi 0,033 g/cm?, 0,039 g/cm? e 0,010 g/cm? para coluna, fémur total e corpo inteiro,

respectivamente.

3.10. Avaliacédo da capacidade funcional e qualidade de vida

A avaliacdo funcional da qualidade de vida relacionada a saide na doenca foi
feita pelo Childhood Health Assessment Questionnaire (CHAQ) - pontuacdo que pode
variar entre 0 a 3 (escores mais altos significam piora da qualidade de vida relacionada a
salude na doenca), que foi validado para o portugués por Machado et al. (2001). O
questionario pediatrico de qualidade de vida (PedsQL) - pontuacdo que pode variar
entre 0 a 100 (escores mais altos significam melhora da qualidade de vida) - foi

utilizado pelos os pacientes e seus respectivos pais/responsaveis, de acordo com as
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diferentes faixas etarias dos voluntarios: quatro a oito anos, nove a 12 anos e 13 a 18
anos. A avaliacdo global do paciente, do familiar e do medico foi determinada pela
Escala Visual Analdgica (EVA), que pontua a doenca com notas entre zero (doenca

inativa) e 10 (doenca muito ativa) (Rider et al. 1997).

3.11. Exames laboratoriais, marcadores do remodelamento 0sseo e citocinas
inflamatorias

Nos periodos de coleta, os pacientes compareceram a enfermaria da
Reumatologia em jejum noturno de 12 horas. Foram coletados 15 mL de sangue da veia
antecubital para as posteriores analises de sodio, potassio, uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase (TGP/AST), alanina aminotransferase (TGP/ALT), creatina
fosfoquinase (CPK), desidrogenase latica (DHL), aldolase, proteina C-reativa (pcr) e
velocidade de hemosedimentacdo (VHS). As amostras foram imediatamente
centrifugadas a 4°C, 4000 rota¢fes por minuto, durante cinco minutos, e entdo o plasma

foi pipetado e dispensado em eppendorfs, congelados e armazenados em freezer - 80°C.

Para a coleta urinaria, o paciente foi orientado a desprezar a primeira urina do dia
e marcar seu horério. A partir desse momento, ele armazenou toda a diurese em um
frasco fornecido pela equipe de pesquisadores, durante 24 horas, até o horéario da

primeira coleta.

A creatinina sérica foi determinada pelo método colorimétrico de Jaffe. O
clearance de creatinina foi estimado através da equacdo de Cockcroft et al. (1976). As
dosagens de potassio e sddio plasmatico foram realizadas em Fotémetro de Chama. As
concentracdes de uréia, tanto séricas quanto urinarias, foram mensuradas por metodo

cinético em ultravioleta através da acdo da urease, com medida da absorbancia em 340
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nm. Dosou-se a proteinuria através de método cinético por cloreto de benzetbnio e a

microalbumindria foi dosada por meio do método de imunoturbidimetria.

No mesmo dia da realizacdo da densitometria 6ssea, uma amostra de sangue foi
colhida apds jejum noturno de 12 horas, centrifugada e armazenada a -80° C no
Laboratorio de Metabolismo Osseo (LIM-17 - Disciplina de Reumatologia da FMUSP),
para posterior andlise das concentracfes de telo-peptideos carboxi-terminais do
colageno tipo | (CTX), pro-peptideos amino-terminais do pré-colageno tipo | (PINP) e

das citocinas inflamatérias séricas.

As concentracfes de PLNP e CTX, marcadores de formacdo e reabsorcao dssea,
respectivamente, foram dosadas no soro por método automatizado de
eletroquimioluminescéncia (E411, Roche Diagnostics®, Mannheim, Alemanha). O
limite de deteccdo do P1INP foi 5 pug/L ¢ o coeficiente de variagao (CVS) intra e inter
ensaio foi de 2,2% e 1,8%, respectivamente. Ja o limite de detec¢do de do CTX foi de

10 ng/L e 0 CVs intra e inter ensaio foi de 2,5% e 3,4%, respectivamente.

E por fim, as concentra¢Bes de citocinas inflamatérias séricas (IL-6, IL-10, IL-
17-A, TNF-a e IFN-Y') foram determinadas pela técnica de Luminex xXMAP (Millipore,
MA, USA). O CVs de IL-6, IL-10, IL-17, TNF- o e IFN-Y foi de 0,32%, 1,15%, 0,17%,

0,23% e 0,81%, respectivamente.

3.12. Clearance de >'Cr-EDTA

A administracdo do *'Cr-EDTA foi realizada em veia periférica, com atividade de

100 pCi, no volume de 1 mL. A coleta de amostras sanguineas de 10 mL foi feita no
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braco contralateral a injecdo do radiofarmaco, apds 240 e 360 min. As amostras foram

centrifugadas a 3500 rpm por 10 min, para separacdo do plasma.

Amostras de 3 mL de plasma e da solucéo padréo, obtida pela diluicdo da mesma

atividade (100 puCi) em 1000 mL de agua, foram analisadas em um contador de poco.

A atividade radioativa das amostras, expressa em contagens por mL, permitiu
ajustar a curva exponencial que representou o clearance plasmatico do radiofarmaco. A
inclinacdo da curva (slope) representou a taxa de clearance de EDTA, ou seja, a
percentagem de depuracdo por unidade tempo (k = 0,693/t1/2). O volume de
distribuicdo foi obtido dividindo-se a atividade administrada pela concentracdo

plasmatica no tempo zero (intercepto da curva plasmatica).

A taxa de clearance plasmatico multiplicada pelo volume de distribuicdo do
radiofarmaco forneceu o clearance plasmatico em mL/min, sobre o qual foi aplicada a

correcdo para superficie 1,73 m2 e a correcdo de Chantler.

3.13. Célculo do tamanho da amostra e analise estatistica

O tamanho da amostra foi determinado com auxiliodo programa G-
Power®(versdo 3.1.2 — Universitat Kiel, Alemanha). A analise foi conduzida inserindo-
se 0 erro a (0,05), o poder esperado (1 — B = 0,95) e o Effect Size (0,66), este calculado
a partir de dados de ganho de forca relatados num estudo prévio que investigou 0s
efeitos da suplementacdo de Cr em jovens com distrofia muscular suplementados com
Cr (Louis et al. 2003). O modelamento resultou em uma amostra necessaria de 10
participantes, que foi aumentada para 18, dando conta de possiveis desisténcias ao

longo do seguimento.
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Foi utilizado o Mixed Model (SAS) para analises de medidas repetidas e, quando
pertinente, post-hoc de Tukey para comparagdes mdaltiplas. Os grupos e 0s periodos

foram considerados fatores fixos e os sujeitos, definidos como fatores aleatérios.

Foram calculados coeficientes de correlacdo de Pearson entre as variaveis clinicas
(atividade da doenca, capacidade fisica, funcdo e forca muscular) e metabdlicas (PCr
intramuscular). Também, foi conduzido teste T- student para comparacdo dos dados
antropomeétricos, capacidade fisica, forca e funcdo muscular dos pacientes com DM de

inicio juvenil versus o grupo controle, no periodo basal.

Todos os dados foram expressos em média = desvio padrdo e intervalo de

confianga. O nivel de significancia adotado para rejeitar a hipotese nula foi de p< 0,05.

Analise de sensibilidade post-hoc

Foi realizada analise de sensibilidade post-hoc com objetivo de verificar a
eficiéncia da suplementacdo de Cr. Para identificar se a atividade da doenca dos
pacientes com DM de inicio juvenil poderia influenciar no resultado final do estudo, foi
conduzida uma subandlise comparando pacientes em atividade da doenca (n=5) e
pacientes sem atividade da doenca (n=10). Adicionalmente, foi realizada outra analise
post-hoc levando em consideragdo a “responsividade” dos pacientes a suplementagdo
de Cr. Nessa anédlise, foram comparados os pacientes “responsivos” (pacientes que
aumentaram o conteudo intramuscular de PCr) versus os "ndo responsivos” (pacientes

que ndo aumentaram o contetdo intramuscular de PCr).
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Em ambas as situacGes, o teste T- student foi utilizado para comparacéo entre o
delta escore (valores do periodo POS — valores do periodo PRE) dos subgrupos para
todos os parametros de funcdo muscular. Ainda, foram calculados coeficientes de
correlagdo de Pearson entre o delta escore do conteudo intramuscular de PCr e os

parametros de fungcdo muscular apos a suplementacao de Cr.
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4. RESULTADOS

4.1. Pacientes

De acordo com os registros de 2013 do Instituto da Crianca e do Ambulatorio de
Reumatologia do Instituto Central da FMUSP, o ndmero aproximado de criancas e
adolescentes diagnosticados com DMJ que frequentam o ambulatério com regularidade
correspondia a 107 pacientes. Destes, 20 pacientes se recusaram a participar do estudo,
37 pacientes ndo puderam ser contatados (via telefone) e 32 pacientes ndo preencheram
os critérios de inclusdo [DMJ apenas cutanea (n = 1), dose de corticoide > 40mg (n =
11), pratica regular de atividade fisica (n = 8), outros (n = 12)]. Sendo assim, 18
pacientes foram considerados elegiveis e, portanto, convidados a participar do estudo.
Contudo, ao longo do seguimento, trés pacientes deixaram o estudo por motivos nédo
relacionados a participacdo no estudo, totalizando 15 pacientes que finalizaram o estudo

(Figura 2).

Durante todo o estudo, dez pacientes ndo alteraram o regime farmacoldgico,
mantendo a dose estavel dos medicamentos utilizados quando fosse o caso. Trés
pacientes reduziram as doses de prednisona utilizada durante o periodo de washout
(paciente #1: 7,5 para 5,0 mg; paciente #8: 5,0 para 2,5 mg; paciente #4: 40 para 20
mg). Dois pacientes tiveram agravamento dos sintomas da doenca (durante o periodo de
suplementacédo de Cr) e entdo, suas medicacOes foram alteradas (inclusdo de 20 mg e 5
mg de prednisona nos pacientes #10 e #12, respectivamente). Os dados foram
analisados com ou sem esses pacientes e 0s resultados obtidos foram similares, motivo

pelo qual reportamos os dados completos.
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Total de pacientes do
Ambulatério (n=107)

Pacientes ndo
selecionados (n=89)

Pacientes
selecionados (n=18)

Pacientes gque desistiram (n=3)
>> Motivos pessoais (N=3)
>> Restri¢do médica (n=1)

Nao Recusaram- Nao Pacientes que
contatados sea preencheram os finalizaram o estudo
(n=37) participar critérios de (n=15)
(n=20) inclusdo (n=32)

Figura 2. Fluxograma dos pacientes com DM de inicio juvenil.

4.2. Consumo alimentar

Os dados de consumo alimentar sdo apresentados na Tabela 3. Ndo houve diferenca

significativa para nenhuma das variaveis analisadas (p > 0,05).
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Tabela 3. Consumo alimentar dos pacientes com DM de inicio juvenil antes e depois da
suplementacéo de Cr e placebo

Variavel Creatina Placebo
Pré Pos Pré Pos
Proteina (g) 19,3+5,2 165+2,2 16,2+ 4.8 16,8 + 6,3
Carboidratos (g) 52,0 £5,7 51,0+ 34 50,9+8.3 51,5+12,8
Lipidios (g) 207+29  325+45 32,8+6.3 31,8+9,2
Energia total (Kcal) 1725+320  1785+248 1887 +448 1560 + 606
Creatina (g) 15+11 1,7+15 1,3+1,0 12+11

Todos os dados sdo expressos em média + desvio padrdo. Ndo houve diferenga significativa para
nenhuma variavel no periodo basal e entre condicfes. Abreviagdes: g = gramas, Kcal = quilocalorias.

4.3.  Suplementacdo e vendamento

Sete pacientes (47%) identificaram corretamente o suplemento que haviam
consumido. Destes, cinco pacientes (33,33%) identificaram corretamente o suplemento
na condicdo Cr, ao passo que dois pacientes (13,33%) foram capazes de identificar o
suplemento correto na condicdo placebo (p > 0,05 entre as condicfes). Onze pacientes
(73,33%) autorrelataram aderéncia de 100% a suplementacdo, enquanto um paciente

autorrelatou 50% e trés autorrelataram 85% de aderéncia durante a suplementacéao.

4.4. Fosforilcreatina intramuscular

A figura 3 apresenta os valores intramusculares de PCr. O conteido de PCr
intramuscular foi similar entre as condi¢des Cr e placebo no periodo basal (p = 0,52).
N&o houve diferenca entre as condigdes Cr e placebo (Cr - Pré: 21,4 + 5,3/ Pos: 20,6

2,7/delta escore = -0,3 + 2,5 mmol/kg peso umido/ ES = -0,15; placebo - Pré: 20,4 +
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3,7/ Pés: 20,7 + 3,6/ delta escore = -0,1 + 4,2 mmol/kg peso umido/ ES = -0,15; 95% IC

parar delta escore = -2,8 = 2,4/ p = 0,45 para interacéo entre Cr e placebo).

Além disso, criancas saudaveis avaliadas (18,76 + 2,12 mmol/kg/ peso umido)
obtiveram valores de PCr intramuscular semelhantes aos pacientes com DM de inicio

juvenil (20,85 + 4,16 mmol/kg/ peso imido; p = 0,09).
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Figura 3. Dados individuais do contetdo intramuscular de PCr dos pacientes com DM
de inicio juvenil antes e depois da suplementacdo de Cr e de placebo. A) Valores

absolutos e B) Delta escores.
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4.5.  Funcéo muscular e capacidade aerobia

A Tabela 4 apresenta os dados referentes a forca e funcdo muscular (1 RM de Leg
press, supino, preensdo manual e os testes funcionais “7Timed-Stands” e 0 “Timed-Up-
And-Go), bem como dados de capacidade aerobia dos pacientes com DM de inicio
juvenil. Nao houve diferenca significativa entre as condi¢ées no periodo basal (PRE 1)
(p > 0,05). Houve efeito principal de tempo para as variaveis de 1 RM Leg press, 1
RM supino, hand-grip e no tempo até exaustdo no teste incremental (p = 0,005, p =
0,01, p = 0,03 e p = 0,01, respectivamente). Entretanto, ndo houve nenhum efeito de

interacdo para qualquer variavel de funcdo muscular e de capacidade aerdbia (p > 0,05).

4.6.  Densidade mineral 6ssea, composicao corporal, marcadores bioquimicos do

remodelamento 6sseo e citocinas inflamatorias

Os dados de massa 0ssea e composicao corporal sdo apresentados na Tabela 5.
N&o houve diferenca significativa para nenhuma das variaveis analisadas entre as
condicdes Cr e Placebo (p da interagdo > 0,05). Entretanto, detectou-se efeito principal
de tempo para as variaveis, como peso, estatura, massa magra, conteido mineral 6sseo
total, DMOA L1-L4, Z-escore DMO LI-L4 e DMOA corpo inteiro (p < 0,05 para todas

as variaveis).

Adicionalmente, nenhuma diferenca significativa foi encontrada para as
concentragdes dos marcadores bioquimicos do remodelamento 6sseo, CTX e P1NP,
bem como para as concentracdes séricas de citocinas inflamatdrias (p > 0,05). Os dados

sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 4. Dados de fun¢do muscular e capacidade aerdbia dos pacientes com DM de inicio juvenil antes e ap6s a suplementacdo de Cr e

placebo

Variavel Placebo Creatina Creatina vs. Placebo

Pre Pos Delta ES Pré Pos Delta ES Dif. Delta 95% IC p

1 RM Leg press (kg) £ 36,6+132 37,7+136 11+35 008 347+129 369+142 22+5 -0,09 -11 -43a23 0,48

1 RM Supino (kg) # 15,7+105 168+104 11+21 0,10 161+104 16,6+108 06+15 0,17 -0,5 -0,8a18 043
Hand grip (kg) & 202+114 214+109 12+29 011 205+10,1 215+10,7 10+£25 0,10 -0,2 -18a22 0,84
Timed-Stands (rep) 171+33 173+39 03+11 006 165+37 175+35 11+13 0,27 -0,8 -1,7a0,1 0,08
Timed-Up-And-Go (s) 58+08 54+07 -00+03 -050 56+07 54£07 -02£03 -0,29 -0,1 -0,0a0,4 0,17
VO, no La (mL/min/kg) 155+38 145+31 -17+39 -028 162+46 153+39 -09+44 -0,19 1,7 -39a18 0,90
VO, no PCR (mL/min/kg) 26,4+86 264+80 -00+31 000 255+56 245+66 -11+45 -0,19 -0,0 -39al18 0,46
VOsmax (ML/min/kg) 31,3+96 322+94 09+26 010 315+85 314+91 -01+48 -0,02 -0,9 -29a34 045
Tempo no La (s) 336+71 322+62 -140+493 -0,20 348+75 354+81 69£591 0,08 140 -20,7a60,7 0,32
Tempo no PCR (s) 578 +153 604+139 26,0+67,9 017 594+129 586+118 -80+66,6 -006 -260 -843al16,3 0,17
Tempo de teste (s) § 738+224 780+254 42,0+64,8 019 716+181 764+191 48,0+106,3 0,26 -420 -60,6a72,7 0,85

Todos os dados sdo expressos em média + desvio padrdo, effect size (ES); diferenca entre os deltas, intervalo de confianca de 95% (IC) dos escores delta e o nivel de
significancia (p) entre as condi¢des Cr e placebo (testado pelo modelo misto de medidas repetidas). Ndo houve diferenca significativa para nenhuma variavel no periodo
basal. Os simbolos representam efeitos principais de tempo (£ p = 0,005; # p = 0,01; & p = 0,03, e § p = 0,01). Abreviacdo: Dif. Delta = diferente entre os deltas escores;
RM = repeticdo maxima; rep = repeticdes; La = limiar anaerobio; PCR = ponto de compensagdo respiratdria; VO, = consumo de 0xigénio; VOymax = CONSUMO maximo de
oxigénio.
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Tabela 5. Dados de massa 6ssea e composicéo corporal dos pacientes com DM de inicio juvenil antes e apos a suplementacao de Cr e placebo

Variavel Placebo Creatina Creatina vs. Placebo
Pré Pos Delta ES Pré Pds Delta ES Dif. 95% IC p
Delta
Peso (kg) £ 50,6 +17,7 52,9+19,6 18+32 010 514+191 526+194 16+15 0,06 -1,7 -25al12 047
Estatura (cm) # 153,4+154 1543+153 09+13 0,06 153,2+16,4 153,8+15,6 0,6+15 0,04 -0,9 -1,3a0,8 0,61
Massa magra (kg) 8§ 329+109 34,0+115 09+12 0,09 333+112 339+115 04+0,9 0,05 0,5 -1,3a0,3 0,46
Massa gorda (kg) 162+99 174+110 09+21 0,13 169+105 17,2+10,7 03+09 0,02 0,6 -19a08 0,34
Gordura corporal (%) 30,3+£9,7 30,9+9,8 02+21 006 31,1+£97 312+107 00+14 0,00 0,1 -15al12 0,73
CMO Total (g) + 1553 £ 485 1592 + 570 14,50+48,38 0,08 1535+501 1593 +495 40,59 +40,32 0,12 -6,07 -27,2a394 0,07
DMOA LI-L4 (g/cm?) ¢ 0,78+0,14 0,80+0,15 001+002 016 0,79+0,16 081+016 001+006 0,16 0,00 -0,04a20,03 0,23
Z-escore DMO LI-L4* -064+140 -060+141 003+021 0,09 -068+14 -056+141 0,09+0,22 0,09 -0,05 -0,11a0,22 0,33
DMOA FT (g/cm3) 0,76 +0,17 0,79+0,19 0,01+0,02 006 0,77+017 0,78+0,17 -0,00+0,04 0,06 0,01 -0,01a0,05 0,97
Z-escore DMO FT -098+131 -084+139 002+023 0,00 -096+126 -096+126 -2,78+11,74 0,00 2,80 -9,0a34 0,79
DMOA ClI (g/cm2) ¥ 090+0,12 091+0,13 0,001+0,02 0,09 0,90+0,12 092+0,12 0,03+0,07 0,09 -0,00 -0,01a0,01 0,72
Z-escore DMO ClI 0,20+267 -0,82+1,20 -0,02+0,15 -0,18 -0,75+156 -1,04+153 -0,19+0,47 -0,18 -0,17 -0,03a0,06 0,77

Todos os dados sdo expressos em média + desvio padréo, effect size (ES); diferenca entre os deltas, intervalo de confianga de 95% (IC) dos escores delta e o nivel de
significancia (p) entre as condi¢des Cr e placebo (testado pelo modelo misto de medidas repetidas). Nao houve diferenca significativa para nenhuma variavel no
periodo basal. Os simbolos representam efeitos principais de tempo (£ p = 0,0028; # p = 0,0062; § p = 0,0024; + p = 0,001; ¢ p <0.001; * = p = 0,05; ¥ p = 0,001).
Abreviagdes: CMO = Contetdo mineral 6sseo; DMOA = densidade mineral 6ssea aparente; FT= fémur total; Cl = corpo inteiro.
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Tabela 6. Dados de marcadores do remodelamento 0sseo e citocinas inflamatorias dos pacientes com DM de inicio juvenil antes e apds a

suplementacéo de Cr e placebo

Variavel Placebo Creatina Creatina vs. Placebo
Pré Pos Delta ES Pré Pés Delta ES Dif.Delta 95%IC p
CTX (ng/mL) 1,37+0,43 149+055 012+045 -0,22 1,36+0,73 1,42 +£0,65 0,06 £0,58 -0,09 -0,06 -0,45t00,33 0,75
PINP (ng/mL) 440,7+296,1 409,6 +2855 -31.0+93,0 0,11 454,6+343,7 400,2+309,3 -54,4+1639 0,18 -23,39 -123,1t0 76,3 0,63
IL-6 (pg/mL) 3,24 + 2,36 3,26+ 2,61 -0,1+42 0,08 4,26+3,83 2,48 £ 2,40 -1,70+£ 3,58 0,46 -1,6 1,78+2.06 0,08
IL-10 (pg/mL) 15,19+ 1547 1423+1553 -0,1+42 0,06 13,01+13,16 13,19+14,83 0,18+8,10 -0,01 0,28 0,12+6,04 0,92
IL-17-A (pg/mL) 1,35+1,59 294+258 136+041 -099 4,77+574 2,68 £ 2,49 -295+56 0,36 -4,31 -432+296 0,27
TNF- o (pg/mL) 8,13 +4,05 7,52+ 4,17 -0,1+42 0,15 7,69+3,56 7,71+ 3,82 0,02+253 0,01 0,12 062+199 0,52
IFN-Y (pg/mL) 2,99 £ 3,99 4,71+ 8,95 -01+42 -043 2,58%3,70 3,01+2,88 0,06 £3,06 -0,12 0,16 -1,49+3,33 0,40

Todos os dados sdo expressos em média + desvio padrao, effect size (ES); diferenca entre os deltas, intervalo de confianca de 95% (IC) dos escores delta e o nivel de
significancia (p) entre as condi¢Bes Cr e placebo (testado pelo modelo misto de medidas repetidas). Nao houve diferenca significativa para nenhuma varidvel para
ambas as condicdes. Abreviagdes: CTX = telo-peptideos carboxi-terminais do colageno tipo I; PINP = pro-peptideos amino-terminais do pré-colageno tipo I; IL =
interleucina; TNF- a = fator de necrose tumoral alfa; IFN-Y = interferon gama.
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4.7. Parametros clinicos, capacidade funcional e qualidade de vida

Foi observada melhora significativa para as variaveis CHAQ e CMAS, indicando
efeito positivo de ambas as intervencdes propostas ao longo de todo o estudo (efeito
principal de tempo) (p < 0.05). Contudo, ndo houve nenhuma alteracdo nos resultados
de PedsQL (pacientes e responsaveis), EVA (pacientes/responsaveis e médico), MMT e
DAS (p > 0.05). Também, ndo houve nenhuma diferenca entre as condi¢cdes Cr e
Placebo para qualquer parametro clinico, capacidade funcional e qualidade de vida

relacionada a satde (Tabela 7).
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Tabela 7. Pardmetros clinicos, capacidade funcional e qualidade de vida dos pacientes com DM de inicio juvenil antes e ap6s a

suplementacéo de Cr e placebo

Variavel Placebo Creatina Creatina vs. Placebo
Pré Pos Delta ES Pré Pos Delta ES Dif.Delta 95%IC p
PedsQL Paciente (0-100) 82,03+10,35 84,43+866 2,41+8,90 0,23 80,03+ 14,08 82,20+ 11,39 2,17+12,31 0,15 -0,24 -83a7,8 0,95
PedsQL responsavel (0-100) 81,93+ 12,83 81,84 +12,70 -0,09 + 12,0€ -0,01 78,05 + 14,17 83,09+ 11,92 5,04+991 0,36 5,13 -3,1a134 0,21
CHAQ (0-3) # 0,21 +£0,39 0,13+0,32 -0,07+0,14 -0,18 0,15+0,34¢ 0,10+0,25 -0,05+0,12 -0,16 0,02 -0,1a0,1 0,74
EVA Médico (0-10) 0,73+1,09 0,93+0,93 0,20+0,86 0,18 1,0+1,25 046+0,74 -053+0,99 -0,43 -0,73 -14a-00 0,51
EVA Paciente(0-10) 1,23+1,42 1,10+1,13 -0,13+0,88 -0,09 1,23+1,14 1,33+144 0,10+1,07 0,09 0,23 -0,5a0,9 0,03
CMAS (0-52) £ 49,13+4,42 50,33+2,71 120+296 0,27 4947+292 50,40+219 0,93+144 0,32 -0,27 -20al5 0,75
MMT (0-80) 79,73+0559 80,00+£0,0 0,27+0,59 0,45 79,73+0,59 79,87+051 0,13+0,83 0,22 -0,13 -0,7a0,4 0,61
DAS (0-20) 2,73+ 3,61 2,20+ 2,93 -0,53+2,26 -0,15 2,13 +2,03 153+184 -0,60+£1,99 -0,30 -0,07 -1,7a15 0,93

Todos os dados sdo expressos em média + desvio padrdo, effect size (ES); diferenca entre os deltas, intervalo de confianca de 95% (IC) dos escores delta e o nivel de
significancia (p) entre as condicGes Cr e placebo (testado pelo modelo misto de medidas repetidas). N&o houve diferenca significativa apds ambas intervencdes e entre as
condicBes Cr e placebo. Os simbolos representam efeitos principais de tempo (£ p = 0,01; # p <.001). AbreviacGes: PedsQL= questionario pediatrico de qualidade de
vida; CHAQ = Childhood Health Assessment Questionnaire; EVA = Escala visual analégica. CMAS = Childhood Myositis Assessment Scale; MMT = Manual Muscle

Testing; DAS = Disease Activity Score.
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4.8. Exames laboratoriais, funcao renal e efeitos adversos

Todos os parametros laboratoriais, plasmaticos e urinarios, dos pacientes com DM
de inicio juvenil ao longo de todo o estudo permaneceram inalterados (p > 0,05). A
avaliacdo da funcdo renal pelo clearance de *Cr-EDTA também se manteve estavel
apos ambas as condicBes. Nao houve diferenca significativa para nenhuma das variaveis

analisadas (p > 0,05). Todos os dados séo apresentados na Tabela 8 e Figura 4.

Nenhum efeito adverso foi reportado pelos pacientes durante todo o seguimento.

Figura 4. Dados individuais de >*Cr-EDTA dos pacientes com DMJ antes e ap6s a

suplementacéo de Cr e placebo.
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Nota: paciente #1 ndo realizou o exame ap0ds a suplementagéo de Cr, e por isso foi
removido desta analise. O resultado do exame da paciente #4 ap0s a
suplementagdo de placebo foi incurdvel, de acordo com o laudo médico,
provavelmente em funcéo da diluicdo anormal do radiofarmaco durante o exame;
desta forma, optamos, também, por exclui-la desta analise.



Tabela 8. Exames laboratoriais e funcdo renal dos pacientes com DM de inicio juvenil antes e ap6s a suplementacédo de Cr e placebo
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Variavel Placebo Creatina Creatina vs. Placebo
Pré P6s Delta  ES Pré P6s Delta  ES DZ'I';'a 95%IC  p
CPK (U/L) 161+133 167 +123 6+ 63 005 160+131  196+218 36+106 028 320 -352a966 0,35
DHL (U/L) 338+118  318+128 -199+130 -0,17 385+150  351+118 -33+117 -0,22 140 -1065a789 0,35
Aldolase (U/L) 43+14 45+18 01+16 010 51+21 49+19  -02+17 -010 -04 -16a08 054
pcr (mg/L) 2,7+37 22+4,1 05+37 014 23+49 20+35 -03+61 -006 02 -36a4,0 0091
TGO/AST (U/L) 242+41  222+41  -20+46 -048 236+90 228+58 -0,7+99 -008 13 -45a70 0,65
TGP/ALT (U/L) 300+122 194+85  -14+70 -011 219+166 198+69 -21+176 -013 -07 -108a93 0,88
VHS (mm/Hg) 10,6+9,0 118+114 07+77 013  96+67 102+90 06+71 009 -09 -56a54 0,93
Potéassio sérico (mEq/L) 436+022 438+029 002+027 012 441+022 446+029 006+036 025 003 -02a03 0,79
Sédio sérico (MEg/L) 139,6+39 1399+17 06+34 010 1403+24 1401+25 -02+25 -008 -087 -3lal4 058
Ureia urinaria (mg/24h) 179+92 171+66 08+11,6 -008 144+69 171+102 07+39 039 157 55a86 045
Ureia sérica (mg/dL) 262+106 272+116 10+64 009 279+11,8 27,7+102 -085+10,1 -0,02 -1,85 -82a45 065
Creatinina urinaria (g/24h) 0,78+039 091+047 006+036 031 083+049 099+075 013+052 032 002 -04a04 089
Creatinina sérica (mg/dL) 057+023 059+021 001+009 005 063+023 065+024 001+008 009 -000 -01a01 096
Proteindria (g/24h) 0,11+007 009+002 -002+008 -023 010+006 013+0,16 003+019 051 005 -01a02 063
Albuminadria (mg/L) 79+49 6,8 +4,2 -14+51 033 64+28 91+46  29+56 094 434 03284 0,09
ICr-EDTA (mL/min/1,73m?) 121 +17 110423  -64+17,7 -0,63 107 +19 115420 75+207 038 138 -04a280 043

Todos os dados sdo expressos em média + desvio padrdo, effect size (ES); diferenca entre os deltas, intervalo de confianca de 95% (IC) dos escores delta e o nivel de
significancia (p) entre as condigBes Cr e placebo (testado pelo modelo misto de medidas repetidas). N&do houve diferencga significativa entre as condi¢des Cr e placebo.

Abreviacbes: CPK= creatina fosfoquinase; DHL= desidrogenase latica; pcr

proteina C-reativa; TGO/AST = aspartato aminotransferase; TGP/ALT = alanina

aminotransferase; VHS = velocidade de hemossedimentacdo. Valores de referéncia: CPK: mulheres: 26 a 192 U/L, homens: 39 a 308 U/L; DHL: 240 a 480 U/L; Aldolase:
inferior a 7,6 U/L; pcr: inferior a 5,0 mg/L; TGO/AST: mulheres: inferior a 31 U/L, homens: inferior a 41 U/L; TGP/ALT: mulheres: inferior a 31 U/L, homens: inferior a
37 U/L; VHS: 3,1 a 10,7 mm/Hg; Potéssio sérico: 3,5 a 5,0 mEqg/L; Sédio sérico: 135 a 145 mEqg/L; Ureia urinaria: 10 a 35 g/vol 24h; Ureia sérica: 10 a 50 mg/dL;
Creatinina urinria: 1,04 a 2,35 g/vol 24h; Creatinina sérica: mulheres: 0,50 a 0,90 mg/dL, homens: 0,70 a 1,20 mg/dL; Proteindria: inferior a 0,15 g/vol 24h; >'Cr-EDTA:
13-15 anos: 114 +/- 24 mL/min/1,73m?, 16-19 anos: 110 +/- 25 mL/min/1,73m?.
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4.9.  Andlise de sensibilidade post-hoc

Em andlise de sensibilidade post-hoc, os pacientes com DM de inicio juvenil foram
subdivididos entre 0s pacientes que se encontravam em “atividade da doenga” (n = 5) e “fora
de atividade da doenc¢a” (n = 10). Como esperado, os valores de forca e funcdo muscular (leg
press, supino, hand grip, Time-stands, Time-up-and-go), tempo até a exaustdo no teste
incremental, bem como os escores pontuados pelo DAS, CMAS, EVA médico, PedsQL dos
pais foram melhores, no periodo basal, no grupo de pacientes “fora de atividade da doenga”
(p < 0,05). Entretanto, o contetido intramuscular de PCr dos pacientes “fora de atividade da
doenga” e dos pacientes em “atividade da doenga”, antes do inicio da intervengao, foi similar
(21,1 £ 51 e 20,6 * 3,6 mmol/kg musculo umido, respectivamente; p = 0,83). E
importantemente destacar que todas as variaveis dependentes analisadas ndo sofreram

alteracdo em ambos 0s subgrupos, apos a suplementacao de Cr ou placebo (p > 0,05).

Outra subanalise com os pacientes com DM de inicio juvenil foi realizada de acordo com
a responsividade a suplementacdo de Cr.. Os pacientes “responsivos” a suplementacdo de Cr
(n = 8; média de aumento: +1,5; variacdo: +0,8 a +3,5 mmol/kg musculo Umido) tiveram
aumento significativo do contetido intramuscular de PCr quando comparados com o grupo
“ndo responsivo” (N = 7; média de reducdo: -3,8; variagdo: -8,6 a -0,6 mmol/kg musculo
Umido; p = 0,001 entre os subgrupos). Todavia, nenhum pardmetro de funcdo muscular foi
significantemente diferente entre os ‘“responsivos” e “ndo responsivos” (p > 0,05).
Adicionalmente, a mudanc¢a no contetdo intramuscular de PCr apds a suplementacdo de Cr
ndo foi associado as mudancas nos parametros de funcdo muscular (p > 0,05; r = 0,64 a 0,28).
O aumento apenas marginal das concentragOes intramusculares de Cr observadas no

subgrupo "responsivo™ pode explicar a auséncia de ganhos funcionais.
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5. DISCUSSAO

O presente ensaio clinico teve como objetivo verificar a eficacia e seguranca da
suplementacdo de Cr em pacientes com DM de inicio juvenil. A intervencdo com a
suplementacdo Cr ndo resultou em nenhuma melhora significativa de forca muscular,
capacidade funcional, densidade mineral Gssea, composicdo corporal e parametros de
qualidade de vida relacionados a saude dos voluntarios. Apesar de o protocolo de
suplementacdo de Cr (0,1 g/kg/d por 12 semanas) ter sido bem tolerado e ndo ter provocado
nenhum efeito adverso, essa dose ndo foi capaz de aumentar o contetido intramuscular de PCr
em pacientes com DM de inicio juvenil, o que provavelmente explica a auséncia de

resultados clinicos positivos.

Ja tem sido bem documentado que pacientes com doencas sistémicas do tecido
conjuntivo, como, por exemplo, o lupus eritematoso sisttmico (Josefson et al. 1996),
esclerose sistémica (Blom-bulow et al. 1983) e artrite reumatoide (Beals et al. 1985)
apresentam capacidade fisica diminuida. Adicionalmente, um grande corpo de evidéncias tem
demonstrado que pacientes com DM e PM também apresentam reducdo significativa da
capacidade fisica, tanto forca muscular quanto resisténcia aerObia, devido ao
comprometimento das paredes dos vasos endoteliais e a reducdo dos capilares, resultando em
hipoperfusdo e isquemia muscular (Karpati; Carpenter, 1993). Pacientes com DMJ podem
apresentar reducdo da capacidade fisica (aerobia e anaerdbia) de até 37%, quando comparado
a seus pares saudaveis (Hicks et al. 2002; Takken et al. 2005). Ainda, sabe-se que pacientes
em atividade da doenca apresentam capacidade fisica significantemente reduzida quando
comparados aqueles em remissdo (Takken et al. 2008). No presente estudo, resultados

similares quanto a capacidade fisica foram encontrados. Os pacientes com DM de inicio
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juvenil apresentaram reducdo de, aproximadamente, 24% da capacidade aerdbia e 13% da
capacidade funcional (avaliada pelo Timed-Stands teste) quando comparados aos individuos
saudaveis. Também observou-se diferenca significante para os parametros de forca e funcao
muscular (leg press, supino, hand grip, Time-stands, Time-up-and-go) e capaciddade aerdbia
(tempo até a exaustdo no teste incremental) capacidade fisica entre os pacientes com e sem

atividade da doenca

Tem sido demonstrado que pacientes pediatricos com PM e DM, em atividade da
doenca apresentam reducgéo de 35-40% nas concentragdes intramusculares ATP e PCr quando
comparados a pacientes em remissdo e individuos saudaveis, 0s quais apresentavam
concentragdes intramusculares de ATP e PCr similares entre si (Park et al. 2004; 2008). Esses
achados poderiam explicar a piora na capacidade anaerdbia, fadiga muscular, intolerancia a
atividade fisica e qualidade de vida nessa doenca, especialmente durante o periodo de
atividade da doenca (Takken et al. 2003, 2005, 2008; Alexanderson et al. 2005, 2007; Ravelli
et al. 2010). Nesse tocante, o emprego da suplementacdo de Cr poderia redundar em
beneficios clinicos, caso fosse capaz de aumentar as concentragdes intramusculares de Cr e

PCr.

A Cr é uma amina de ocorréncia natural sintetizada endogenamente (~1g/dia) e obtida
exogenamente (~1g/dia) através da dieta, principalmente em carnes vermelhas, frango, peixes
e leite humano, e ainda, via suplementacdo. A Cr exerce papel impar na rapida provisao
energética, através da ressintese de ATP, via doagdo do grupo N-fosforil advindo da PCr
(Walker et al. 1976, Harris et al. 1992). Dado que 95% do contetdo total de Cr (Cr livre + Cr
fosforilada) estd armazenado no musculo esquelético, torna-se evidente a importancia do

sistema ATP/CK/PCr no metabolismo desse tecido, especialmente em condi¢des em que 0
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metabolismo energético muscular apresenta-se comprometido, como nas miopatias

(Tarnopolsky; Martin, 1999b; Chung et al. 2007).

De fato, a suplementacdo de Cr tem emergido como uma potencial estratégia
terapéutica numa ampla variedade de doengas/condi¢Oes caracterizadas por fraqueza
muscular e diminuicdo de massa muscular, tais como miopatias (Tarnopolsky; Martin, 1999;
Chung et al. 2007), diabetes mellitus tipo 2 (Gualano et al. 2011), osteoartrite (Neves et al.
2011), fibromialgia (Alves et al. 2013), cancer (Bourgeois et al. 2008) e idosos (Gualano et
al. 2014). Entretanto, ndo se podem extrapolar os dados desses estudos, que avaliaram a
populacdo adulta, para criangas e adolescentes. No que tange a populacdo pediatrica, dados
de uma meta-analise com seis estudos clinicos controlados indicaram uma melhora da funcéao
muscular (+ 8,47%) em pacientes com distrofias musculares (Kley et al. 2013). De acordo
com os autores, essa melhora estd associada ao aumento de massa magra (+0,63 Kg)
observado nos pacientes. Com base em observagdes prévias na literatura, poder-se-ia esperar
mudancas benéficas na composicao corporal apds a suplementagdo de Cr (Tarnopolsky et al.
2004). Por exemplo, Bourgeois et al. (2008) demonstraram que 16 semanas de suplementacéo
de Cr (0,1 g/kg/d), como parte de um protocolo de manutencdo da quimioterapia, resultou na
atenuacdo do acimulo de gordura corporal em criangas com leucemia linfoblastica aguda
tratadas com corticosteroides. Além disso, Tarnopolsky et al. (2004) relataram maiores
ganhos de massa magra em pacientes com DMD suplementados com Cr (0,1 g/kg/por 16
semanas), em comparacdo aos controles saudaveis. Tendo em vista que 0s pacientes com
DMJ podem apresentar perda de forca e de fungdo musculares, acimulo excessivo de gordura
corporal e perda de massa magra (Ravelli et al. 2003, 2004; Lilleby et al. 2007), especulamos

que a suplementacédo de Cr pudesse mitigar essas indesejaveis caracteristicas.
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Em contraste com nossa hipdtese inicial, o resultado do presente estudo nédo
demonstrou nenhuma alteracéo na forga, fungédo muscular e composicéo corporal, sugerindo
que a suplementacdo de Cr é ineficaz em pacientes com DM de inicio juvenil com doenca
ativa e inativa. A explicagdo mais plausivel para a auséncia de resultados "positivos" refere-
se a incapacidade da suplementacdo de Cr em aumentar suficientemente o conteldo
intramuscular de PCr. De fato, tal argumento tem sido postulado como a principal razéo para
0 insucesso de ensaios clinicos envolvendo a suplementacdo de Cr (Tarnopolsky et al. 2004).
Tem-se, consistentemente demonstrado, que um aumento intramuscular de Cr e/ou PCr
induzidos pela ingestdo dietética de Cr melhora a producéo e transporte de energia através do
sistema ATP/CK/PCr, resultando em melhorias na funcdo muscular em individuos saudaveis
ou ndo (Wallimann et al. 2011; Gualano et al. 2012). Além disso, o0 aumento intramuscular de
Cr e/ou PCr tem sido associado com a estimulagéo de vias intracelulares, como por exemplo,
a ativacdo de células satélites e fatores de crescimento muscular (e.g., IGF-1, 4EBP-1), os
quais estdo associados a sintese de proteina, o que poderia, em ultima andlise, propiciar

aumentos de massa magra (Deldicque et al. 2005, 2007).

Diante da auséncia de resultados “positivos”, especula-se que alguns fatores
intrinsecos e extrinsecos,como, por exemplo, dose de Cr administrada, nivel de atividade
fisica dos pacientes, conteudo inicial de PCr e caracteristicas especificas da prépria
populacdo, poderiam ter levado a incapacidade da suplementacdo de Cr em aumentar

suficientemente o contetdo intramuscular de PCr.

Diversos estudos tém demonstrado que a suplementagdo de creatina (0,1 a
0,3g/Kg/dia) em curto (cerca de cinco dias) ou longo prazo (ate 24 meses), associada ou nao
ao treinamento fisico, pode aumentar as concentra¢es intramusculares de Cr e PCr. Em

adultos saudaveis, esse aumento varia, em média, de 15% a 35% (Harris et al. 1992; Rawson
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et al. 2002; Smith et al. 1999). Interessantemente, ha algumas evidéncias que indicam que a
suplementacdo de Cr em doses mais baixas do que aquela utilizada em nosso estudo (0,075 a
0,1 g/kg/d) sdo suficientemente capazes de aumentar o contetdo intramuscular de PCr em
individuos jovens e saudaveis (Hultman et al. 1996), em pacientes com diabetes mellitus tipo
2 (Gualano et al. 2011) e em idosos (Rawson et al. 2002). Em contrapartida, protocolos com
dosagem de Cr semelhante a empregada nesses estudos (0,15 g/kg/d) ndo foram capazes de
elevar significativamente o contetdo muscular de PCr em pacientes com distrofia muscular

de Becker (Zangue et al. 2002) e miopatias metabdlicas (Kornblum et al. 2005).

Durante a atividade fisica, diversas alteracfes fisioldgicas e metabdlicas ocorrem,
incluindo distribuicdo e utilizacdo de substratos energéticos, por vias anaerdbias ou aerobias,
dependendo do tempo e intensidade do esforco realizado. Zange at el. (2002) verificaram, por
meio de 31P-ERM, que individuos praticantes de atividade fisica regular apresentaram
aumento significativo das concentracfes intramusculares de PCr:ATP apds a suplementacéao
de Cr, quando comparados a individuos sedentarios. Tarnopolsky (2004) especula que a
atividade fisica poderia ser um fator que contribui para otimizar a captacdo de Cr muscular.
Assumindo que essa hipotese seja verdadeira, poder-se-ia aventar a possibilidade de que o
estilo de vida inativo, adotado pela maioria dos pacientes com DM de inicio juvenil,
explicaria, parcialmente, a resposta ineficaz a suplementacdo de Cr encontrada em nosso
estudo. No entanto, pacientes com fibromialgia, que normalmente séo hipoativos, parecem
ser altamente responsivos a suplementacdo de Cr no que tange ao aumento do contetido
intramuscular de PCr (Alves et al., 2013), sugerindo que a atividade fisica tem um papel

secundario (se algum) na captacdo de Cr frente a suplementacdo de Cr.

No musculo esquelético, a resposta a suplementacéo de Cr depende de diversos fatores.

como aqueles supracitados, mas também dos niveis inicias de Cr e PCr intramusculares. No
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estudo de Harris et al. (1992), observou-se maior aumento intramuscular de Cr e PCr
naqueles individuos que apresentavam baixas concentragdes intramusculares desses
substratos antes da suplementacdo. Portanto, os individuos com maiores concentraces
iniciais de Cr intramuscular foram os que menos responderam a suplementacdo. Esses
resultados sugerem que, em condi¢cdes ndo patoldgicas, existe um limite maximo de
concentracdo de Cr que o musculo humano é capaz de atingir, o que pode ser entendido como
um "ponto de saturacdo™ (Spillane et al. 2009). Sendo assim, é possivel que individuos
submetidos a uma dieta rica em creatina ja apresentem concentra¢@es intramusculares de Cr
préximas a esse ponto de saturagdo, o que provavelmente os tornaria ndo responsivos (ou
pouco responsivos) a suplementacdo de Cr. No presente estudo, em uma subanélise realizada
com os pacientes com DM de inicio juvenil de acordo com a responsividade a suplementacéao
de Cr, verificou-se que os pacientes “responsivos” a suplementagdo de Cr (n = 8)
apresentaram aumento médio de PCr intramuscular de +1,5 mmol/kg musculo Umido. J& os
pacientes “ndo responsivos” (n = 7) apresentaram redugdo média -3,8 mmol/kg musculo
umido (p < 0,05 entre os subgrupos). Contudo, nenhum parametro de funcdo muscular foi
significantemente diferente entre os “responsivos” e “nao responsivos” (p > 0,05). Isso indica
que a mudanca no contetdo intramuscular de PCr apds a suplementacdo de Cr ndo foi
suficientemente marcante a ponto de promover mudangas nos parametros de funcgéo

muscular.

Esperava-se, neste estudo, que os pacientes com DM de inicio juvenil em atividade da
doenga apresentassem contetdos intramusculares de PCr menores do que aqueles em
remissdo, bem como do que aqueles em individuos saudaveis (Park et al. 2004; 2008).
Entretanto, os pacientes com DM de inicio juvenil apresentaram valores similares de
conteudo intramuscular de PCr quando comparados com seus pares saudaveis (20,85 + 4,16

versus 18,76 = 2,12 mmol/kg/ peso Umido, respectivamente, p = 0,09). Também ndo houve
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diferenca no contetdo intramuscular de PCr dos pacientes com ou sem atividade da doenga
(20,6 £ 3,6 versus 10, 21,1 + 5,1 mmol/kg musculo umido, respectivamente, p = 0,83) no
periodo basal. Tal similaridade nas concentracfes intramusculares de PCr é dificil de ser
explicada e reabre a discussdo se pacientes com DM de inicio juvenil apresentam, de fato,
reducdo nas concentragfes de substratos fosfagénicos, ao que se atribui a reducdo na

tolerancia ao esforco e, sobretudo, capacidade anaerdbia nesses pacientes.

Tem-se, também. postulado que uma possivel diferenca "intrinseca” no musculo
esquelético poderia ser responsavel pela aparente incapacidade de alguns pacientes em
aumentar o conteudo de Cr intramuscular em resposta a suplementacdo de Cr. A esse
respeito, por exemplo, demonstrou-se que o musculo distrofico pode apresentar uma reducao
da expressao da proteina transportadora de Cr em até 60%, quando comparado com musculos
saudaveis (Tarnopolsky et al. 2000). Adicionalmente, essa populacdo pode apresentar pior
utilizacdo (captacéo e liberacao) de Cr (Fitch et al. 1969), o que provavelmente contribui para
a reducdo da capacidade em responder a suplementacdo de Cr em distrofinopatias. Os
mesmos autores discutem a importancia, na presenca dessas condi¢des, de aumentar a dose
de Cr administrada e o tempo de intervencdo. O fato de os pacientes com DM de inicio
juvenil ndo responderem a suplementacdo de Cr sugere que algumas anormalidades do
metabolismo da Cr também poderiam ocorrer nessas doencas. Todavia, 0 conteudo
intramuscular de PCr foi comparado entre individuos saudaveis e pacientes com DM de
inicio juvenil, e ndo foi observada diferenca significante entre eles, sugerindo um
metabolismo normal de Cr em ambas as condi¢Ges. No entanto, a presente amostra da
pesquisa foi composta por pacientes em remissdo ou com atividade leve da doenca, de modo
que ndo se pode descartar a possibilidade de que pacientes com comprometimento muscular
mais grave possam apresentar um declinio no conteddo intramuscular de PCr, como

demonstrado anteriormente com DMJ (Park et al. 2008). Finalmente, é importante ressaltar
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que, segundo nosso conhecimento, ndo ha nenhum estudo que ateste a eficacia da
suplementacdo de Cr no aumento das concentracfes intramusculares de Cr e/ou PCr em
criangas saudaveis. Na auséncia desses dados, permanece incerto se as doses utilizadas em
individuos adultos sdo adequadas para se obter aumentos significativos no contetdo

intramuscular de Cr/PCr em populacfes pediatricas.

Em divergéncia com observagdes prévias (Louis et al. 2003), a suplementacdo de Cr
ndo aumentou a massa 6ssea, tampouco melhorou a composi¢do corporal e o perfil de
marcadores 6sseos dos pacientes com DM de inicio juvenil. Louis et al. (2003) demonstraram
que a suplementacédo de Cr (3 g/d por trés meses) foi capaz de aumentar a densidade mineral
6ssea em 3,9% e reduzir as concentragfes do marcador da reabsorcdo 6ssea N-telopeptidio de
colageno tipo I (NTX) urinario em 19% a 33% em pacientes com distrofia de DMD e Becker
sob tratamento com corticoide. Um ano depois, um estudo de Tarnopolsky et al. (2004), com
pacientes com as mesma distrofia muscular, sob mesmo tratamento, ndo verificou aumento da
densidade mineral 6ssea apos a suplementacdo de Cr (0,1 g/kg/d por quatro meses). Tais
resultados contraditorios sdo dificeis de serem explicados, considerando as divergéncias das
amostras em questdo. Tendo em vista a frequente reducdo de massa 6ssea observada em DMJ
(Santiago et al. 2008) e o aumento do risco de fraturas (Leblanc et al. 2014), estudos com
maior tempo de seguimento continuam necessarios para testar o potencial terapéutico da
suplementacdo de Cr sobre a massa 6ssea. Ainda, cabe ressaltar que algumas variaveis, como
peso, estatura, massa magra, conteddo mineral ésseo total, DMOA L1-L4, Z-escore DMO LI-
L4 e DMOA corpo inteiro, sofreram alteragdo ao longo de toda a intervencéo (efeito principal
de tempo), possivelmente devido ao crescimento e desenvolvimento dos pacientes com DM

de inicio juvenil que completaram o estudo.
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Outro possivel efeito benéfico da suplementacdo de Cr ainda pouco explorado na
literatura diz respeito a producéo de citocinas pré-inflamatorias. Alguns autores tém sugerido
que a suplementacdo de Cr poderia atenuar a producdo de marcadores inflamatorios, como
TNF-o e proteina C-reativa, apds um estimulo estressor (Santos et al. 2004; Deminice et al,
2013). Outros falharam em encontrar qualquer efeito positivo (Silva et al. 2013).
Adicionalmente, sabe-se que os pacientes com DMJ apresentam quadro de inflamagéo
sistémica e intramuscular, representado pelo aumento das concentracdes de citocinas pro-
inflamatorias (e.g. TNF-a, IL-1a e IL-1p (Caproni et al. 2004; Maillard et al. 2005). Contudo,
no presente estudo, a suplementagdo de Cr ndo promoveu nenhuma alteragdo nas
concentragfes séricas de citocinas inflamatorias. Possivelmente, este fato se deu pela
auséncia dos niveis séricos elevados no periodo basal dos pacientes com DM de inicio que,

em sua maioria, encontrava-se fora de atividade da doenca ou ainda em atividade leve.

Apesar da auséncia de eficAcia da suplementacdo de Cr, a intervencdo foi bem
tolerada e ndo provocou deterioracdo da funcdo renal ou outro evento adverso. Em contraste
com alguns estudos de caso, que sugerem que a suplementacdo de Cr pode ser responsavel
por uma diminuicdo da funcdo renal, um nimero crescente de evidéncias, em diversas faixas
etarias e em uma ampla variedade de populacGes, tém consistentemente refutado essas
alegagdes (Gualano et al. 2008, 2009, 2011; Neves et al. 2011; Alves et al. 2013; Lugaresi et
al. 2013; Hayashi et al. in press). O presente estudo contribui para a literatura fornecendo
evidéncias consistentes de que a suplementacdo de Cr néo afeta a funcdo renal, avaliada por
marcadores séricos e urinarios, bem como a taxa de filtracdo glomerular (utilizando a técnica
padréo-ouro, o clearance de **Cr-EDTA) em pacientes com DM de inicio juvenil. Entretanto,

novos estudos devem ser realizados em populacGes pediatricas saudaveis.
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Finalmente, é importante ressaltar que 0 nosso estudo possui limitagdes.
Primeiramente, a amostra foi composta por pacientes com caracteristicas bastante singulares
(doenga em remissdo ou com atividade leve, idade varidvel, dose estvel de terapia
medicamentosa). Tendo em vista que a DMJ é uma doenca heterogénea, com um vasto e
diversificado espectro de sintomas, o presente resultado ndo pode ser extrapolado para todos
0s pacientes com DM de inicio juvenil, especialmente com sintomas mais severos da doenga.
Em segundo lugar, é sabido que o efeito da suplementacdo Cr é mais pronunciado em
combinagdo com um programa de treinamento de forga. De acordo com os dados publicados
por Chung et al. (2007), a suplementacdo de Cr, associada ao treinamento fisico
supervisionado, foi capaz de melhorar capacidade fisica dos pacientes adultos com DM.
Sendo assim, acredita-se que o efeito benéfico encontrado nesta populacdo ocorreu devido a
combinacdo da suplementagdo de Cr ao treinamento fisico. Portanto, ensaios clinicos
adicionais devem testar o possivel efeito sinérgico da suplementacdo de Cr e do exercicio
fisico na tentativa de atenuar a disfuncdo muscular na populacdo pediatrica. Em terceiro
lugar, ndo foi possivel incluir um grupo controle que realizasse a suplementagdo de Cr. Como
ndo existe nenhuma pesquisa que tenha demonstrado a tipica resposta a suplementacédo de Cr
em criancas saudaveis, ainda ndo se sabe qual o melhor protocolo de suplementacdo de Cr
que garanta aumento significativo do contetdo intramuscular de Cr/PCr na populacao
pediatrica, em especial, em condi¢bes patolégicas como nas miosites. Em quarto lugar, foi
além do escopo do presente projeto determinar um possivel efeito de "dose-resposta” da
suplementacdo de Cr em pacientes com DM de inicio juvenil. Estudos com individuos jovens
e idosos demonstraram que a suplementacdo de Cr ndo induz downregulation do
transportador de Cr (Tarnopolsky et al. 2003), sugerindo que o potencial beneficio de doses
mais elevadas de Cr pode ser explorado em futuros estudos. No entanto, em um ensaio

clinico prévio, a suplementacdo de Cr em doses mais altas agravou os principais sintomas
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clinicos de intolerancia ao exercicio em pacientes com a doenga de McArdle (Vorgerd et al.
2002). Com base nesse e em outros dados da literatura, VVorgerd et al. (2002) sugeriram que a
dose de Cr eficaz e livre de efeitos adversos situa-se entre 0,06 e 0,15 g/kg/d em pacientes
com a doencga de McArdle. Entretanto, a investigacdo da dose ideal da suplementacéo de Cr
em pacientes com DM de inicio juvenil continua sendo necesséria. Finalmente, o tempo de
segmento adotado no estudo em questdo pode ter sido insuficiente para detectar mudangas em
parametros como, por exemplo, massa 6ssea. De fato, houve uma tendéncia no aumento do
CMO total apds a suplementacdo de Cr (p = 0,07), sugerindo que a suplementagdo de Cr a
longo prazo (e.g. > 1 ano) poderia ocasionar efeitos mais expressivos sob a massa Ossea.
Ainda, estudos com longo periodo de segmentacdo se fazem necessarios para promover

conclusdes definitivas da eficacia da suplementacéo de Cr na DMJ.

Em suma, um protocolo de 12 semanas de suplementacdo de Cr monohidrato a 0,1
g/kg/d foi bem tolerado e livre de efeitos adversos, mas ndo afetou o conteudo de PCr
intramuscular, a funcdo muscular, a composi¢cdo corporal ou pardmetros relacionados a
qualidade de vida nos pacientes com DM de inicio juvenil em remissdo com leve atividade da

doenca.
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APENDICE

SAFETY AND EFFICACY OF CREATINE SUPPLEMENTATION IN JUVENILE
DERMATOMYOSITIS: ARANDOMIZED DOUBLE-BLIND PLACEBO-CONTROLLED
CROSS-OVER TRIAL
Marina Yazigi Solis*, Ana Paula Hayashi*, Guilherme Giannini Artioli?, Hamilton Roschel*? Marcelo
Tatit Sapienza', Maria Concepcion Garcia Otaduy', Ana Lucia de S& Pinto®, Clovis Artur Silva',

Adriana Maluf Elias Sallum!, Rosa Maria R. Pereiral, Bruno Gualano®?

ABSTRACT

Objective: To examine the safety and efficacy of creatine supplementation in Juvenile
Dermatomyositis (JDM) patients; Methods: JDM patients received placebo or creatine
supplementation (0.1 g/kg/d) in a randomized, crossover, double-blind design. Subjects were assessed
at baseline and after 12 weeks, with an 8-week washout period. Primary outcome was muscle
function. Secondary outcomes included body composition, bone mineral density, biochemical markers
of bone remodeling, inflammatory cytokines, aerobic conditioning, health-related quality of life,
disease-related parameters, dietary intake and muscle phosphorylcreatine (PCR) content. Safety was
assessed by laboratory parameters and kidney function measurements; Results: Intramuscular PCR
content was not significantly different between creatine and placebo before or after the intervention
(Creatine - Pre: 21.4 £ 5.3, Post: 20.6 £ 2.7, delta score = -0.3 £ 2.5 mmol/kg wet muscle, ES = -0.15;
Placebo - Pre: 20.4 + 3.7, Post: 20.7 * 3.6, delta score = -0.1 + 4.2 mmol/kg wet muscle, ES = -0.15;
95% CI for delta score = -2.8 + 2.4, p = 0.45 for interaction between intervention). No significant
changes between placebo and creatine for muscle function and aerobic conditioning, body
composition, bone mineral density, and quality of life were detected, probably due to the lack of
change in intramuscular PCR content. Kidney function was not changed after creatine

supplementation and no side effects were noticed; Conclusion: a 12-week creatine supplementation
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protocol is well tolerable and free of adverse effects but did not affect intramuscular PCR, muscle
function, body composition, bone mineral density or quality of life in JDM patients.
KEY-WORDS: juvenile dermatomyositis, phosphorylcreatine, physical function, muscle

metabolism.
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INTRODUCTION

Juvenile dermatomyositis (JDM) is an autoimmune disease that affects 3.2 per million
children per year (1, 2). It is characterized by skin rashes, insidious loss of muscle mass, symmetrical
proximal muscle weakness, decreased physical capacity, and fatigue (3, 4). Notably, most treatments
for childhood idiopathic inflammatory myopathies have not been assessed in randomized controlled
trials, with the understanding of standard treatment coming from observational studies and clinical
experience. JDM patients may experience persistent weakness, loss of bone mass, and skeletal muscle
atrophy as a long-term result of drug treatment (i.e., prednisone) and/or disease itself. In this regard,
efforts to develop new therapeutic strategies able to attenuate these adverse outcomes have been
considered of clinical relevance.

It was demonstrated that dietary supplementation with creatine (methyl-guanidine-acetic acid;
an amine compound found in the diet especially from meats and endogenously synthesized from
amino acids) was capable of improving functional performance in adult patients with idiopathic
inflammatory myopathies (5). In children with dystrophinopathies (e.g., Becker's disease, Duchenne's
disease and myotonic muscular dystrophy), creatine supplementation was shown to improve physical
capacity, muscle mass, and bone metabolism (6).

In fact, deficient levels of intramuscular phosphorylcreatine were identified in JDM patients
(7). Furthermore, urinary creatine:creatinine ratio correlated to global disease damage in JDM
patients, leading to the hypothesis that exacerbated excretion of creatine may be a marker of muscle
damage in myositis. Given that creatine/phosphorylcreatine system exerts a pivotal role in energy
transferring in excitable tissues, such as skeletal muscle and bone (see Gualano et al., (8); Wallimann
et al., (9)), there has been a speculation that low creatine levels might be implicated in the weakness,
fatigue, and the physical dysfunction that are commonly observed in patients with idiopathic
inflammatory myopathies in childhood (10).

It has been suggested that creatine supplementation could be safe, effective and inexpensive
for treating idiopathic inflammatory myopathies (5), but no pediatric study has been conducted so far.

Therefore, this is the first study to investigate the safety and efficacy of creatine supplementation in
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JDM. It was hypothesized that creatine supplementation would increase intramuscular
phosphorylcreatine (PCR), thereby improving physical capacity and body composition, with possible

benefits to health-related quality of life (HRQL).

MATERIALS AND METHODS
Experimental Design

A 12-week clinical trial was conducted between November 2010 and October 2013 in Sao
Paulo (Brazil). This manuscript is reported according to the guidelines of the Consolidated Standards
of Reporting Trials (CONSORT). This study was registered at clinicaltrials.gov as NCT01217320.

Patients received placebo or creatine supplementation in a randomized fashion using a
crossover, double-blind design. Subjects were assessed at baseline (Pre) and after 12 weeks of
intervention (Post) in each of the two study arms, interspersed by an 8-week washout period. At Pre
(baseline), the patients were characterized in relation to their maturational status (11), physical
activity level, disease characteristics, and drug regimen.

The primary outcome of efficacy was muscle function, assessed by a battery of physical tests,
including maximum dynamic strength tests, timed-up-and-go test, timed-stands test, and handgrip test.
Secondary outcomes included lean, fat, and bone mass, biochemical markers of bone remodeling,
inflammatory cytokines, aerobic conditioning, quality of life, and disease-related parameters. Dietary
intake was assessed by three 24-h dietary recalls. Muscle PCR content was measured through
phosphorus magnetic resonance spectroscopy (31P-MRS). The safety of the intervention was assessed
by laboratory parameters and kidney function was measured by the *'Cr-EDTA clearance.

Additionally, self-reported adverse events were recorded throughout the trial.

Patients
Patients were recruited into the study from the outpatient clinics of the Pediatric
Rheumatology Unit of Children's Institute and Rheumatology Division, School of Medicine,

University of Sao Paulo. The sample consisted of patients aged 7 to 21 years with active (n = 5) and
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non-active (n = 10) disease, according to previously described criteria (12). All patients were
diagnosed with definite JDM according to Bohan and Peter’s criteria (13), with onset of the disease
before 18 years of age.

The inclusion criteria were as follows: i) stable dose of medication for at least 8 weeks; ii)
prednisone dose <40 mg/d. Exclusion criteria included: i) macroalbuminuria; ii) glomerular filtration
rate < 30 mL/min/1.73m? iii) use of hormonal contraceptives; iv) current pregnancy; v) diabetes
mellitus; vi) hypothyroidism. The patients' main characteristics are shown in Table 1.

The study was approved by the Local Ethical Committee and all patients as well as their legal
guardians signed the informed consent. The experimental procedures were in accordance with the

Helsinki Declaration revised in 2008.

Creatine supplementation protocol and blinding procedure

The patients received a single dose of 0.1 g/kg/d of creatine monohydrate (Probiotica, Sao
Paulo, Brazil) or placebo (dextrose) for 12 weeks, interspersed by an 8-week washout period. The
supplement packages were coded so that neither the investigators nor the participants were aware of
the contents until completion of the analyses. In order to verify the purity of the creatine used, a

sample was analyzed by HPLC and purity was established as 99.9%.

Food intake assessment

Food intake was assessed by means of three 24-h dietary recalls undertaken on separate days
(two week days and one weekend day) using a visual aid photo album of real foods. Energy and
macronutrient intake were analyzed by the software Avanutri (Rio de Janeiro, Brazil). Creatine intake

was estimated based on a specific food composition table (14, 15).

Muscle PCR content
Muscle PCR content was assessed in vivo by 31P-MRS using a whole body 3.0T MRI scanner

(Achieva Intera, Philips, Best, The Netherlands) and a 14 cm diameter 31P surface coil. In brief, the
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surface coil was placed centered in the calf muscle of the left leg. The scanner body coil was used to
obtain conventional anatomical T1-weighted magnetic resonance images in the three orthogonal
planes. 31P-MRS was acquired using the image selected in vivo spectroscopy sequence with an echo
time and repetition time of 0.62 ms and 4500 ms, respectively. Spectrum bandwidth was 3000 Hz
with 2048 data points and 64 repetitions. Spectrum raw data were analyzed with Java Magnetic
Resonance User Interface software, and processing steps included apodization to 5Hz, Fourier
transform and phase correction. The AMARES algorithm was used for spectrum quantification taking
into account the prior knowledge of inorganic phosphate, phosphodiester, and phosphorylcreatine
singlets, a-ATP and y-ATP doublets, and B-ATP triplets. The PCR signal was quantified relative to
the y-ATP signal, assuming a constant y-ATP concentration of 5.5 mmol/kg.

31P-MRS scans were also obtained at baseline from 14 healthy children and adolescents
(boys and girls = 8/6; BMI = 20.1 + 3.8 kg/m?; VO2max = 41.5 + 6.1; age = 14 + 5 years), who were

matched for age to the JDM patients.

Muscle function assessments

The patients underwent two familiarization sessions for strength tests, separated for at least 72
h. Prior to the maximum dynamic strength (assessed by the one-repetition-maximum test (1-RM test),
two light warm-up sets interspersed by two minutes were performed. 1-RM tests were conducted for
the leg press and bench press exercises. Muscle function was also evaluated by the timed-stands and
the timed-up-and-go tests, which have been shown to sensitive to another non-pharmacological
therapeutic intervention in JDM patients (16). The timed-stands test assesses the time that a subject
requires to rise from a standard arm chair, walk on a 3-meters-long line on the floor, turn, walk back
on the line, and sit down again (17). The timed-up-go test evaluates the maximum number of stand-

ups that a subject can perform from a standard armless chair for 30 seconds (18).

Aerobic conditioning
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The patients underwent a maximum graded treadmill cardiopulmonary test to assess aerobic
conditioning, according to a previous description (16, 19). Attainment of VO, Was accepted when
two of the following three criteria were met: i) a plateau in VO,; ii) a respiratory exchange ratio > 1.1;
and/or iii) volitional exhaustion. The ventilatory anaerobic threshold (VAT) was determined to occur
at the break point between the increase of carbon dioxide output (VCO,) and VO,. The respiratory
compensation point (RCP) was determined to occur where the ventilatory equivalent for carbon

dioxide (VE/VCO; ratio) was the lowest before a systematic increase.

Bone mineral density and body composition

Bone mineral density and body composition (i.e., lean and fat mass) were measured by dual
X-ray absorptiometry (DXA) with a pediatric software, using a Hologic QDR 4500A densitometry
equipment (Hologic Inc. Bedford, MA, USA, Discovery model). Bone mineral density was
determined at the following sites: lumbar spine, total hip, and whole body. The whole body analysis
was conducted without considering the head in order to increase the measurement reliability in
children (20), and the precision errors were determined based on the standard protocols from The
International Society for Clinical Densitometry (ISCD) (21). The least significant change was
considered to be 0.033 g/cm?, 0.039 g/cm?, and 0.010 g/cm? for the lumbar spine, the total femur, and

the whole body, respectively

Disease activity, functional capacity and health-related quality of life

Parameters of muscle strength and disease activity were assessed by the Childhood Myositis
Assessment Scale (CMAS) (22), Disease Activity Score (DAS), Manual Muscle Testing (MMT) (23),
and the Brazilian version of Childhood Health Assessment Questionnaire (CHAQ) (24). HRQL was
evaluated by patients' and parents' subscales from the Brazilian version of Pediatric Quality of Life
Inventory (PedsQL) (25). Patients' and physicians' global assessment subscales from the Visual

Analogue Scale (VAS) were also assessed.
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Serum inflammatory cytokines and bone markers

Serum concentrations of C-telopeptides of type I collagen (CTX) and Procollagen type | N-
propeptide (PLNP) were determined (E411, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). The serum
CTX limit of detection was 10 ng/L and the intra-assay and inter-assay coefficients of variation (CVs)
were 2.5% and 3.4%, respectively. Serum P1NP intra-assay and inter-assay CVs were 2.2% and 1.8%,
respectively, with a limit of detection of 5 pg/L.

Serum inflammatory cytokines (IL-6, 1L-10, IL-17-A, TNF-a, and IFN-y) were determined by
Luminex xMAP Technology (Millipore, MA, USA). The CVs for IL-6, IL-10, IL-17, TNF- a and

IFN-y were 0.32%, 1.15%, 0.17%, 0.23% and 0.81%, respectively.

*Cr-EDTA clearance

A single dose of 3.7MBq (100 uCi) of the **Cr-EDTA tracer, in a volume of 1 mL was
injected intravenously in the right arm. Accurately timed 10-mL blood-samples were drawn into a
heparinized tube from the opposite arm at 4 and 6 h after the injection. The plasma disappearance
curve was designed using the results of these time-points. To measure the radioisotope activity, the
blood samples were centrifuged at 1500 g for 10 min and 3 mL of plasma was measured in a well-
calibrated counter (Genesys Genii"™, LabLogic Systems Inc, Brandon, Florida, USA) for the energy
of chromium-51 (320 keV). Each sample, including 3 mL of standard solution taken as an aliquot
from 3.7MBq (100 uCi) **Cr-EDTA diluted to 500 mL in saline, was counted for 5 min. Brochner—
Mortensen method was used for correcting systematic errors of the slope-intercept technique
according to the following equation:

Cl. = 0.9908 x Cl, - 0.001218 x Cl,.°

where Cl. is the clearance corrected for the first exponential and Cl,. is the non-corrected

clearance. *'Cr-EDTA clearance was corrected for 1.73 m* body surface area. The CV for *'Cr-EDTA

clearance was 9.7%.

Sample size estimation and statistical analysis
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The sample size was estimated with the assistance of the G-Power® software (version 3.1.2,
Germany). Based on previous data from a study involving young dystrophic patients supplemented
with creatine (26), it was estimated that 10 patients would be needed to provide 95% power (a = 0.05;
estimated effect size of 0.66) for muscle strength, which was a primary outcome in this clinical trial.

Data were tested by mixed models with repeated measures using the software SAS version
9.1. A post-hoc test adjusted by Tukey was used for multicomparison purposes.

Data are expressed as mean + standard deviation, delta scores, effect size (ES), difference
between delta scores, and 95% confidence interval (95% CI), unless otherwise stated. The

significance level was previously set at p < 0.05.

Post-hoc sensitivity analysis
To test whether disease activity might have influenced the outcomes in this study, a sub-
analysis was conducted comparing active and non-active patients. T-tests were used to compare delta

scores (i.e., Post - Pre values) between the sub-groups for all muscle function parameters.

RESULTS
Patients

From the 107 outpatients followed in the two Pediatric Rheumatology services, 18 were
selected and 3 withdrew due to personal reasons. Therefore, 15 patients completed the protocol. Ten
patients had the drug regimen stable during the trial. Three patients experienced a reduction in
prednisone dose (patient #1: 7.5 to 5 mg; patient #8: 5 to 2.5 mg; patient #4: 40 to 20 mg) during the
washout period. Two patients had disease flare episodes during the trial (both in the creatine arm), and
their medications were modified (i.e., inclusion of therapy with 20 mg and 5 mg of prednisone to
patients #10 and #12, respectively). All analyses were carried out with and without these patients and

the results remained unchanged, therefore we expressed the data with all the participants.

Food intake



95

Total energy, macronutrients and creatine intake did not significantly differ within or between

conditions (p > 0.05) (data not shown).

Muscle PCR content

Figure 1 shows the data regarding muscle PCR content. Intramuscular PCR content was
comparable between conditions at baseline (p = 0.52). There were no significant changes within or
between conditions following the intervention (Creatine - Pre: 21.4 £ 5.3, Post: 20.6 £ 2.7, delta score
=-0.3 + 2.5 mmol/kg wet muscle, ES = -0.15; Placebo - Pre: 20.4 + 3.7, Post: 20.7 £ 3.6, delta score =
-0.1 = 4.2 mmol/kg wet muscle, ES = -0.15; 95% CI for delta score = -2.8 £ 2.4, p = 0.45 for
interaction between creatine and placebo). Healthy children (18.7 = 2.1 mmol/kg wet muscle) showed

comparable PCR content to that of the JDM patients (20.8 + 4.0 mmol/kg wet muscle; p = 0.108).

Muscle function and aerobic conditioning

Table 2 shows the muscle strength, physical function, and aerobic capacity data. There were
no differences between conditions at baseline (p > 0.05). Significant time effects were observed for 1-
RM leg press, 1-RM bench press, handgrip test, and time-to-exhaustion in the incremental test (p =
0.005, p = 0.01, p = 0.03, p = 0.01, respectively). However, there was no interaction effect for any of

the muscle function or aerobic conditioning tests (p > 0.05).

Body composition, bone mineral density, serum bone markers, and inflammatory cytokines
Significant time effects were also observed for body mass, height, lean mass, BMC, and BMD
at L1-L4 and whole body (p < 0.05). However, no between-condition differences were observed in
body mass, height, lean mass, fat mass, BMC, and BMD in any sites. BMD Z-scores were not
significantly different between conditions (data not shown). In addition, neither serum CTX and P1NP
concentrations (Table 3) nor serum inflammatory cytokines (data not shown) were changed within or

between conditions.
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Functional capacity and health-related quality of life parameters

Significant improvements over time, irrespective of treatment (time effects), were observed
for CHAQ and CMAS scores (p < 0.05), but no changes were seen in PedsQL, VAS, MMT, and DAS
scores (p > 0.05) (Table 4). There were no changes within or between conditions for any parameter of

functional capacity or health-related quality of life.

Laboratory parameters and adverse events
All laboratory parameters remained unchanged throughout the intervention. *'Cr-EDTA
clearance did not significantly differ within or between conditions (Table 5). Furthermore, there were

no self-reported side effects throughout the study.

Post-hoc sensitivity analyses

In a post-hoc sensitivity analysis, patients were dived into "active disease" 9 (n = 5) and "non-
active disease” (n = 10) sub-groups. As expected, physician VAS, CMAS, DAS, parents' PedsQL,
time-to-exhaustion in the incremental test, and all muscle function scores were better in the non-active
versus active patients at baseline (p<0.05). However, muscle PCR was comparable between the active
and non-active patients before the intervention (21.1 + 5.1 and 20.6 = 3.6 mmol/kg wet muscle,
respectively; p = 0.83). Importantly, all the dependent variables were not changed both in the active

and non-active subgroups after either creatine or placebo supplementation (p > 0.05).

DISCUSSION

To our knowledge, this was the first study to examine the safety and efficacy of creatine
supplementation in JDM patients. Creatine supplementation was well tolerable and free of adverse
effects, but did not show any therapeutic effects in our population, suggesting that the beneficial
effects of this dietary supplement in adults with idiopathic inflammatory myopathies (5) are not

reproducible in patients with juvenile myositis.



97

The "creatine system" plays a critical role in rapid energy provision during muscle contraction
involving the transfer of N-phosphoryl group from PCR to adenosine diphosphate (ADP) to
regenerate adenosine triphosphate (ATP) through a reversible reaction catalyzed by PCR kinase (CK)
(27). In addition to its effects on bioenergetics, creatine has also been suggested to promote gains in
skeletal muscle mass by activating satellite cells (28) as well as specific muscle growth factors (e.g.,
IGF-1, 4EBP-1) (29). Interestingly, it has also been shown that the positive effects of creatine
supplementation can be extended to bone tissue, where creatine may contribute to metabolic activity,
differentiation, and mineralization of osteoblasts (30).

Due to its pleiotropic effects, creatine supplementation has been successfully used as an
adjuvant treatment in a variety of chronic diseases, including myopathies (8). In fact, a recent meta-
analysis involving 192 participants from six clinical trials pointed out the beneficial effects of creatine
supplementation in muscle function (i.e., improvement of 8.47% on average) in patients with
dystrophinopathies (6). In addition, there is evidence that creatine supplementation can also improve
body composition in patients with childhood myopathies (31). For instance, it was reported greater
muscle mass accumulation in Duchenne's patients after creatine supplementation (31). Moreover, it
was showed that creatine supplementation increased bone mineral density by 3% and reduced urinary
cross-linked N-telopeptides of type | collagen (NTXx) (i.e., a marker of bone resorption) by 30% in
children with Duchenne and Becker dystrophy (26).

There are two direct evidences suggesting that creatine supplementation could benefit JDM
patients. Firstly, lower levels of intramuscular PCR were observed in JDM patients (7, 32). Secondly,
creatine supplementation increased muscle PCR content and physical performance in adult patients
with idiopathic inflammatory myopathies (5). In contrast to our hypothesis, however, creatine
supplementation failed to confer any positive effects in the current trial. This is best explained by the
lack of increase in intramuscular PCR content after creatine supplementation. This is a rather
unexpected data, as even lower doses of creatine supplementation (i.e., < 0.1 g/Kg/d) have been able
to increase intramuscular creatine content in several populations, including young healthy individuals

(33), patients with type-2 diabetes (34) and older individuals (35). The factors leading to the
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inefficacy of creatine supplementation in muscle PCR content in JDM patients remain enigmatic. It
was demonstrated that dystrophic muscle may show a reduced creatine transporter protein content
(32) or an impaired uptake/release creatine kinetics (36), which would likely have contributed to the
reduced ability to respond to creatine supplementation in dystrophinopaties. This observation is in line
with the lack of response to creatine supplementation (same dose as in the current study) in patients
with Becker's dystrophy (37). Nonetheless, our JDM patients showed compared baseline levels of
muscle PCR to those of their healthy peers, suggesting that no abnormalities in creatine metabolism
occur in JDM. It is important to note, however, that our patients had no severe disease, despite the fact
that a few of them were classified as active disease (n = 5). In this regard, it is possible that patients
with more severe muscle involvement may show disturbances in creatine metabolism and,
consequently, a different response to creatine supplementation. There is strong evidence
demonstrating that creatine supplementation is more effective in augmenting the intramuscular
creatine/PCR in healthy adults individuals with lower intramuscular creatine/PCR content at baseline
(38). Whether JDM patients with severe disease and deficits in tissue creatine levels can respond
favorably to creatine supplementation remains to be examined.

Even though creatine supplementation was not shown to be effective in this trial, the
supplementation protocol was well tolerated and free of adverse events, adding to a growing body of
evidence indicating that this dietary supplement has an excellent safety profile (39-44). Importantly,
this is one of the first studies to provide comprehensive safety analyses (including the gold-standard
assessment of measured glomerular filtration rate (45)) in a pediatric population, suggesting that this
dietary intervention may be safe for children and adolescents.

This study presents limitations. Firstly, it has been suggested that the beneficial effects of
creatine supplementation could be more pronounced when resistance training is associated. In support
to this notion, it was reported that creatine supplementation was able to improve physical performance
in adult patients with myositis who underwent a supervised trained program (5). Therefore, it is
possible that creatine supplementation along with an exercise training program may have elicited

positive outcomes. This hypothesis needs to be tested in future trials. Secondly, we were unable to add
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a healthy control group supplemented with creatine in this trial. Since there is no study to show the
typical response to a creatine loading in healthy children, it remains imperative to determine the
optimal protocol to elicit significant increments on intramuscular creatine/PCR content in pediatric
populations, especially in myositis. Finally, the follow-up period adopted in this study might have
been insufficient to detect changes in some parameters, such as bone mass. In fact, BMC tended to be
higher after creatine supplementation (p = 0.07) in the current study, suggesting that a beneficial
effect of chronic creatine intake (e.g., > 1 year) on bone mass cannot be rule out. Indeed, long-term
studies are still needed to provide definitive conclusion on the efficacy of creatine supplementation in
JDM.

In conclusion, creatine supplementation at 0.1 g/Kg/d for 12 weeks was safe but not capable
to increase intramuscular PCR content, muscle function or clinical parameters in JDM patients with

no severe disease.
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TABLE LEGENDS

Table 1. Abbreviations: G = genital; P = pubic hair; B = breast; IPAQ= International Physical Activity
Questionnaire (short-version by (25); MTX = methotrexate; Cyc = Cyclosporine; HCLQ =
hydroxychloroquine; CMAS = Childhood Myositis Assessment Scale, MMT = Manual Muscle
Testing, PhyVAS = physicians' global assessment subscales from the Visual Analogue Scale and CPK
= creatine kinase enzyme. Note: The first 5 patients were considered with active disease according to

the criteria by Lazarevic et al., (12).

Table 2. Data expressed as mean (SD), effect size (ES), difference of delta, estimated mean of differences
(95% CI), and level of significance for interaction (p) between creatine and placebo (tested by mixed
models for repeated measures). Symbols represent main time effects (£ p = 0.005; #p =0.01; & p=0.03; §
p = 0,01). Abbreviations: Dif. Delta = difference between delta scores; reps = repetitions; VAT =
ventilatory anaerobic threshold; RCP = respiratory compensation point; VO, = oxygen consumption;

VO,max = maximal oxygen consumption.

Table 3. Data expressed as mean (SD), effect size (ES), difference of delta, estimated mean of differences
(95% CI), and level of significance for interaction (p) between creatine and placebo (tested by mixed
models for repeated measures). Symbols represent main time effects (£ p = 0.0028; ¢ p = 0.0062; § p =
0.0024; + p = 0.001; # p <0.001; ¥ p = 0.001). Abbreviations: Dif. Delta = difference between delta scores
BMC = bone mineral content; BMD = bone mineral density; L1-L4 = lumbar spine between L1 to L4; TH
= total hip; WB = Whole body; CTX = C-telopeptides of type | collagen; PLNP = Procollagen type | N-

propeptide.

Table 4. Data expressed as mean (SD), effect size (ES), difference of delta, estimated mean of differences
(95% CI), and level of significance for interaction (p) between creatine and placebo (tested by Mann-

Whitney U tests). Symbols represent main time effects (# p < 0.001; £ p = 0.01). Abbreviations: Dif. Delta
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= difference between delta scores; PedsQL= pediatric quality of life inventory; CHAQ = childhood health
assessment questionnaire; VAS = visual analogue scale; CMAS = Childhood Myositis Assessment Scale;

MMT = Manual Muscle Testing; DAS = Disease Activity Score.

Table 5. Data expressed as mean (SD). effect size (ES). difference of delta. estimated mean of differences
(95% CI). and level of significance for interaction (p between creatine and placebo (tested by mixed
models for repeated measures). Abbreviations: Dif. Delta = difference between delta scores; CPK =
creatine phosphokinase; LDH = lactate dehydrogenase; CRP = C-reactive protein; AST = aspartate

aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; ESR = erythrocyte sedimentation rate.
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Table 1. Patients’ demographic characteristics, drug regime and disease activity parameters before the

supplementation intervention in JDM patients.

Current
Tanner Disease (mg/d)/ Current use of other
Patient Sex Age IPAQ duration cumulative Immunosuppressant/  CMAS MMT PhyVAS CPK (U/L)
Stage (years) dose of antimalarial drugs
prednisone (g)

Active disease
1 F 14 B4P4  Moderate 7 75/19 MTX; Cyc / HCLQ 45 80 3.0 143
2 M 17 G3P3  Moderate 5 0/25.9 MTX; Cyc / HCLQ 41 79 1.0 130
3 F 13 B5P4 Low 13 0/57.4 MTX/ - 44 80 2.0 70
4 M 13 G3P4 Low 2 40/38.2 MTX; Cyc / HCLQ 46 80 1.0 162
5 F 7 B1P1 Moderate 2 5/19.8 MTX / HCLQ 44 80 2.0 80

Non active disease
6 F 9 B2P1  Moderate 8 0/6.6 - 52 79 0.0 160
7 F 7 B1P1 Low 5 0/11.6 MTX/ - 49 80 0.0 98
8 F 21 B5P5 Moderate 6 5/57.9 MTX; Ciclo / - 52 80 0.0 287
9 M 15 G3P3  Moderate 9 0/17.8 - 52 80 0.0 584
10 F 11 B4P4 Low 8 0/13.0 MTX/ - 52 80 3.0 98
11 F 15 B5P4 High 10 0/275 - 51 80 0.0 65
12 F 11 B3P3 Low 11 3/17.3 MTX / HCLQ 51 80 0.0 165
13 M 21 G4P4 Moderate 7 0/14.6 MTX / HCLQ 51 80 0.0 77
14 M 14 G3P3 High 9 0/19.5 - 52 80 2.0 75
15 F 13 B3P3  Moderate 8 0/19.2 MTX /- 52 80 0.0 81

Mean 13 7 4(10) / 48.9 799 0.9 151.7

(SD) @) 3) 24.4(15.4) (38) (04) (12 (133.0)

Abbreviations: G = genital; P = pubic hair; B = breast; IPAQ= International Physical Activity Questionnaire (short-version by [25]); MTX =
methotrexate; Cyc = Cyclosporine; HCLQ = hydroxychloroquine; CMAS = Childhood Myositis Assessment Scale, MMT = Manual Muscle
Testing, PhyVAS = physicians' global assessment subscales from the Visual Analogue Scale and CPK = creatine kinase enzyme. Note: The

first 5 patients were considered with active disease according to the criteria by Lazarevic et al., [12].



Table 2. Muscle function and aerobic conditioning before and after creatine and placebo

supplementation in JDM patients.

Variable Placebo Creatine Creatine vs. Placebo
Dif.
Pre Post Delta ES Pre Post Delta ES 95% ClI p
Delta

1-RM leg press (kg) £ 36.6 37.7 11 0.08 34.7 36.9 22 -009 -11 -43t023 048
(13.2) (136) (3.5) (12.9) (14.2) (5)

1-RM bench press (kg) # 15.7 16.8 11 0.10 16.1 16.6 06 017 -0.5 -0.8t01.8 0.43
(10.5) (10.4)  (2.1) (10.4) (10.8)  (L.5)

Handgrip (kg) & 20.2 21.4 12 011 205 215 10 010 02 -1.8t02.2 084
(11.4) (109) (29 (10.1) (10.7) (2.5)

Timed-stands (reps) 17.1 17.3 0.3 0.06 16.5 175 11 0.27 -0.8 -1.7t00.1 0.08
(3.3) (3.9) (1.1) 3.7) (3.5) 1.3)

Timed-up-and-go (s) 58(0.8) 54(0.7) -00 -050 56(.7) 547 -02 -029 -01 -0.0t0 0.4 0.17

0.3) 0,3)

VO, at VAT (mL/kg/min) 15.5 14.5 -1.7  -0.28 16.2 15.3 -0.9 -0.19 1.7 -3.9t01.8 0.90
3.8) G1n @9 (4.6) (B9 (44

VO, at RCP (mL/kg/min) 264 264 -0.0 0.00 255 245 1.1 -019  -0.0 -39t01.8 0.46
(8,6) (8.0 (3.1) (5.6) (6.6) (4.5)

VO, max (mL/kg/min) 313 32.2 09 0.10 315 314 -01 -0.02 -09 -29t03.4 045
(9,6) 9.4) (2.6) (8.5) 9.1) (4.8)

Time-to-exhaustion (s) § 738 780 420 0.19 716 764 480 026 -42.0 -60.6t0 0.85
(224) (254)  (64.8) (181) (191)  (106.3) 727

Data expressed as mean (SD), effect size (ES), difference of delta, estimated mean of differences (95% CI), and level of significance for
interaction (p) between creatine and placebo (tested by mixed models for repeated measures). Symbols represent main time effects (£ p =
0.005; # p = 0.01; & p = 0.03; § p = 0,01). Abbreviations: Dif. Delta = difference between delta scores; reps = repetitions; VAT =

ventilatory anaerobic threshold; RCP = respiratory compensation point; VO, = oxygen consumption; VO,max = maximal oxygen

consumption.



Table 3. Anthropometric data, body composition, bone mineral density, and serum bone markers before

and after creatine and placebo supplementation.

Variable Placebo Creatine Creatine vs. Placebo
Dif.
Pre Post Delta ES Pre Post Delta ES 95% IC p
Delta
Body mass (kg) £ 50.6 52.9 18 010 514 52.6 1.6 0.06 -1.7 -25t012 047
(17.7)  (19.6) (3.2) (19.1)  (19.4) (1.5)
Height (cm) ¢ 1534 1543 0.9 0.06 1532  153.8 0.6 0.04 -09 -13t008 061
(154) (15.3) (1.3) (16.4)  (16.6) (1.5)
Lean mass (kg) § 329 34.0 0.9 0.09 333 339 04 0.05 05 -1.3t00,3  0.46
(10.9) (11.5) (1.2) (112) (11.5) 0.9)
Fat mass (kg) 16.2 174 0.9 0.13 169 17.2 0.3 0.02 0.6 -19t00,8 0.34
(9.9  (11.0) (2.1) (105)  (10.7) (0.9)
Body fat (%6) 30.3 30.9 0.2 0.06  31.1 31.2 0.0 0.00 0.1 -15t01,2 073
9.7  (9.8) (2.1) 9.7 (10.7) (1.4)
BMC Total (g) + 1553 1592 34.50 0.08 1535 1593 40.59 012 -6.07 -27.2to 0.07
(485)  (570) (48.4) (501)  (495) (40.32) 394
BMD LI-L4 (g/cm?) #  0.78 0.80 0.01 0.16  0.79 0.81 0.01 0.16  0.00 -0.04 to 0.23
(0.14)  (0.15) (0.02) (0.16) (0.16) (0.06) 0,03
BMD TH (g/cm?) 0.76 0.79 0.01 0.06 077 0.78 -0.00 0.06 0.01 -0.01 to 0.97
(0.17)  (0.19) (0.02) 0.17)  (0.17) (0.04) 0,05
BMD WB (g/cm?) ¥ 0.90 0.91 0.01 0.09 0.90 0.92 0.03 0.09 -0.00 -0.01 to 0.72
(0.12) (0.13) (0.02) (0.12) (0.12) (0.07) 0,01
CTX (ng/mL) 1.37 1.49 0.12 -0.22 136 1.42 0.06 -0.09 -0.06 -0.45to 0.75
(0.43)  (0.55) (0.45) (0.73)  (0.65) (0.58) 0.33
PINP (ng/mL) 440.7  409.6 -31.0 0.11 4546  400.2 -54.4 0.18 -2339 -123.1to 0.63
(296.1) (285.5) (93.0) (343.7) (309.3) (163.9) 76.3

Data expressed as mean (SD), effect size (ES), difference of delta, estimated mean of differences (95% CI), and level of significance for interaction
(p) between creatine and placebo (tested by mixed models for repeated measures). Symbols represent main time effects (£ p = 0.0028; ¢ p = 0.0062;
§ p = 0.0024; + p = 0.001; # p <0.001; ¥ p = 0.001). Abbreviations: Dif. Delta = difference between delta scores BMC = bone mineral content;
BMD = bone mineral density; L1-L4 = lumbar spine between L1 to L4; TH = total hip; WB = Whole body; CTX = C-telopeptides of type |

collagen; P1NP = Procollagen type | N-propeptide



Table 4. Functional capacity, health-related quality of life and global assessment parameters before and after

creatine and placebo supplementation in JDM patients.

Variable (range) Placebo Creatine Creatine vs. Placebo
Dif. 95%
Pré Post Delta ES Pre Post Delta ES P
Delta IC
PedsQL patient (0-100) 82.03 84.43 241 0.23 80.03 82.20 217 015 -0.24 -8.3 0.95
(10.35) (8.66) (8.90) (14.08)  (11.39)  (12.31) to
7.8
PedsQL parents (0-100) 81.93 81.84 -0.09 -0.01 78.05 83.09 504 0.36 5.13 31 021
(12.83)  (12.70)  (12.06)) (1417)  (11.92) (9.91) to
13.4
CHAQ (0-3) # 0.21 0.13 -0.07  -0.18 0.15 0.10 -0.05 -0.16  0.02 -0.1 074
(0.39) (0.32) (0.14) (0.34) (0.25) 0.12) to
01
VAS physician (0-10) 0.73 0.93 020 0.8 1.0 0.46 -053 -043 -0.73 -14 0.51
(1.09) (0.93) (0.86) (1.25) (0.74) (0.99) to
-0.0
VAS patient (0-10) 1.23 1.10 -0.13  -0.09 1.23 1.33 010 009 023 -0.5 0.03
(1.42) (1.13) (0.88) (1.14) (1.44) (1.07) to
0.9
CMAS (0-52) £ 49.13 50.33 120 027 49.47 50.40 093 032 -0.27 -20 0.75
(4.42) (2.71) (2.96) (2.92) (2.19) (1.44) to
15
MMT (0-80) 79.73 80.00 0.27 0.45 79.73 79.87 0.13 022 -0.13 -0.7 061
(0.59) (0.0 (0.59) (0.59) (0.51) (0.83) to
04
DAS (0-20) 2.73 2.20 -0.53  -0.15 213 153 -0.60 -0.30 -0.07 -1.7 093
(3.61) (2.93) (2.26) (2.03) (1.84) (1.99) to
15

Data expressed as mean (SD), effect size (ES), difference of delta, estimated mean of differences (95% CI), and level of significance for
interaction (p) between creatine and placebo (tested by Mann-Whitney U tests). Symbols represent main time effects (# p < 0.001; £ p = 0.01).
Abbreviations: Dif. Delta = difference between delta scores; PedsQL= pediatric quality of life inventory; CHAQ = childhood health assessment
questionnaire; VAS = visual analogue scale; CMAS = Childhood Myositis Assessment Scale; MMT = Manual Muscle Testing; DAS = Disease

Activity Score.



Table 5. Laboratory parameters before and after creatine and placebo supplementation in JDM patients.

Variable Placebo Creatine Creatine vs. Placebo
Pré Post Delta ES Pre Post Delta ES it 95% IC P
Delta
CPK (U/L) 161 167 6 0.05 160 196 36 0.28 32.0 -35.2 0.35
(133) (123) (63) (131) (218) (106) t0 96.6
LDH (U/L) 338 318 -19.9 -0.17 385 351 -33 -0.22 140 -106.5to 0.35
(118) (128) (130) (150) (118) (117) 78.9
Aldolase (U/L) 4.3 4.5 0.1 0.10 51 49 -0.2 -0.10 -04 -1.6 0.54
14) (@18) (1.6) 21) @19 1.7) t00.8
CRP (mg/L) 2.7 2.2 -0.5 -0.14 23 2.0 -0.3 -0.06 0.2 -3.6 0.91
37 41 (3.7) (49 (3.5) (6.1) t04.0
AST (U/L) 24.2 22.2 -2.0 -0.48 236 22.8 -0.7 -0.08 1.3 -4.5 0.65
41) @41 (4.6) (9.0) (5.8) 9.9) t07.0
ALT (U/L) 30.0 19.4 -1.4 -0.11 219 19.8 -2.1 -0.13  -0.7 -10.8 0.88
(12.2) (8.5) (7.0) (16.6) (6.9) (17.6) t09.3
ESR (mm/Hg) 106 118 0.7 013 9.6 10.2 0.6 0.09 -09 -5.6 0.93
(9.0) (11.9) (7.7) 6.7) (9.0 (7.1) t05.4
Serum potassium (mEg/L) 436 4.38 0.02 012 441 446 0.06 025 0.03 -0.2 0.79
(0.22) (0.29) 0.27) (0.22) (0.29)  (0.36) t00.3
Serum sodium (mEg/L) 139.6 139.9 0.6 0.10 1403 140.1 -0.2 -0.08 -0.87 -3.1 0.58
39 @7 (3.4) 24) (25) (2.5) tol4
Urinary urea (mg/24h) 179 171 0.8 -0.08 144 171 0.7 039 157 -55 0.45
(9.2) (6.6) (11.6) (6.9) (10.2) (3.9 t0 8.6
Serum urea (mg/dL) 262 272 1.0 009 279 277 -0.85  -0.02 -1.85 -8.2 0.65
(10.6) (11.6) (6.4) (11.8) (10.2)  (10.1) to4.5
Urinary creatinine (g/24h) 0.78 091 0.06 031 083 0.99 0.13 032 0.02 -0.4 0.89
(0.39) (0.47) (0.36) (0.49) (0.75) (0.52) t0 0.4
Serum creatinine (mg/dL) 0.57 0.59 0.01 0.05 063 0.65 0.01 0.09 -000 -0.1to 0.96
(0.23) (0.21) (0.09) (0.23) (0.24)  (0.08) 01
Proteinuria (g/24h) 011 0.09 -0.02 -0.23 010 013 0.03 051 0.05 -0.1 0.63
(0.07) (0.02) (0.08) (0.06) (0.16) (0.19) t00.2
Albuminuria (mg/L) 7.9 6.8 -14 -0.33 64 9.1 29 094 434 0.3 0.09
4.9 4.2 (5.1) (2.8) (4.6) (5.6) t0 8.4
SICr-EDTA (mL/min/1.73m2) 121 110 -6.4 -0.63 107 115 75 0.38 138 -0.4 0.43
17)  (23) 17.7) (19)  (20) (20.7) t0 28.0

Data expressed as mean (SD). effect size (ES). difference of delta. estimated mean of differences (95% CI). and level of significance for
interaction (p between creatine and placebo (tested by mixed models for repeated measures). Abbreviations: Dif. Delta = difference
between delta scores; CPK = creatine phosphokinase; LDH = lactate dehydrogenase; CRP = C-reactive protein; AST = aspartate

aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase; ESR = erythrocyte sedimentation rate.



FIGURE LEGENDS

Figure 1. Individual data for intramuscular phosphorylcreatine (PCR) content before and after

either creatine or placebo supplementation. A) Absolute values and B) Delta score.
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