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RESUMO

Fundamentacdo: A dieta vegetariana vem sendo implementada ha décadas em
diferentes culturas e mais recentemente foi associada a terapias para reducdo dos
fatores de risco de doenca cardiovascular tais como sobrepeso, resisténcia a insulina,
hipertenséo e dislipidemia. Apesar disso, o vegetarianismo impde iniUmeras restricbes
de micronutrientes relacionadas a exclusdo do consumo de alimentos de origem
animal, e os tradicionais efeitos cardio-protetores da dieta tem sido questionados em
alguns estudos. Neste contexto, deficiéncias de vitamina B12 e creatina,
micronutrientes exclusivamente presentes em alimentos de origem animal, podem
elevar o risco cardiovascular particularmente através do aumento dos niveis
plasméticos de homocisteina, molécula capaz de aumentar o estresse oxidativo
vascular e promover disfuncdo de células endoteliais. Assim o estudo visou investigar
o efeito da suplementacdo com creatina sobre a reatividade microvascular e os niveis
plasmaticos de homocisteina em individuos vegetarianos estritos. Métodos: Os
voluntarios veganos estritos de ambos os sexos foram recrutados através de redes
sociais e comunidades de vegetarianos localizadas no Rio de Janeiro e
randomicamente alocados nos grupos de suplementacdo com creatina (Scr, n=27) ou
placebo (PLA, n=18). Todos o0s procedimentos seguiram a mesma sequencia,
comecgando com a coleta das amostras de sangue, acompanhada por uma avaliagdo
clinica e fisica e concluindo com a avaliagdo da microcirculagdo por fluxometria laser
de contraste de imagem (LCSI) e video-capilaroscopia intravital. Os mesmos
procedimentos foram repetidos apos trés semanas de suplementacdo com creatina.
Os voluntarios do grupo suplementado com creatina receberam 5 g diarias de creatina
monohidratada micronizada durante trés semanas, enquanto os voluntarios do grupo
suplementado com placebo receberam 5 g por dia de maltodextrina. Resultados:
Houve reducéo significativa dos niveis plasmaticos de homocisteina (Hcy) no grupo
Scr [12,11 (8,57-17,12) vs. 10,58 (8,15-13,22); p = 0,0199], ja a perfusao capilar basal
aumentou significativamente apos o periodo de suplementag¢do apenas do grupo Scr
(136 = 8 vs. 147 = 13 capilares/mm?; p = 0,0001) e o recrutamento capilar apds a
hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO) elevou-se significativamente apenas no grupo
Scr (141 £ 9 vs. 155 + 14 capilares/mm?; p = 0,0001). Ap6s o periodo de Scr, tanto a
perfusdo capilar basal quanto aquela observada ap6s a hiperemia, foram
significativamente mais elevadas no grupo Scr em relacdo ao PLA. Conclusé&o: A Scr
reduz os niveis de Hcy apos trés semanas em veganos, sendo mais eficaz quando ha
presenca de individuos com hiperhomocisteinemia, além de correlacionar o tempo de
vegetarianismo e niveis de Hcy e demonstrar uma relacdo inversa com niveis de
vitamina B12 e Hcy. A Scr por trés semanas também mostrou um aumento na
perfusdo capilar em repouso e apdés a hiperemia reativa, entretanto ndo exibiu
respostas na reatividade microvascular significativas na fluxometria laser,
evidenciando que a Scr pode influenciar na abertura dos esfincteres pré-capilares sem
alterar a dilatacao arteriolar.

Palavras-chave: Suplementacdo com creatina; homocisteina; veganismo;

vegetarianismo, fluxo microvascular.



ABSTRACT

Background: The vegetarian diet has been used for decades in different cultures and
has been recently associated to treatments aiming at reducing risk factors for
cardiovascular diseases such as overweight, insulin resistance, hypertension and
dyslipidemia. However, vegetarianism also results in the restriction of the ingestion of
micronutrients related to the exclusion of food from animal origin. Thus, the traditional
cardioprotective effects of the vegetarian diet have been questioned in some studies. In
this context, the dietary restriction of vitamin B12 and creatine, micronutrients which
are present only in food from animal origin, can induce pathophysiological alterations
that increase cardiovascular risk, mainly through the increase of the plasma levels of
homocysteine (Hcy), a molecule capable to increase vascular oxidative stress and
induce endothelial cell dysfunction. Thus, the present study investigated the effects of
creatine supplementation on the systemic microvascular reactivity and plasma levels of
homocysteine in strict (vegan) vegetarian individuals.

Methods: Vegan vegetarian individuals of both sexes were recruited through
advertisement in social networking services and vegetarian communities in the State of
Rio de Janeiro and randomly allocated to two groups: creatine supplementation (Scr,
n=27) or placebo supplementation (PLA, n=18). In the morning of the examinations,
peripheral blood was collected after an overnight fasting period, followed by clinical and
physical evaluations and finally assessment of the cutaneous microvascular reactivity
and density using microvascular flowmetry with laser speckle contrast imaging and
intravital video-microscopy. The same procedures were repeated after three weeks of
Scr. The volunteers of the Scr group received an oral dose of 5 g of monohydrate
micronized creatine, while individual of the PLA group received 5 g of maltodextrin,
during three weeks.

Results: There was a significant reduction in the plasma levels of Hcy in the Scr group
[12.11 (8.57-17.12) vs. 10.58 (8.15-13.22); p=0.0199]. Basal capillary density also
increased significantly in the Scr group (136 + 8 vs. 147 + 13 capillaries/mm?;
p=0.0001), as well as capillary recruitment during post-occlusive reactive hyperemia
(141 + 9 vs. 155 * 14 capillaries/mm?2; p=0.0001).

Conclusions: Scr induced a reduction of the plasma levels of Hcy in vegan
vegetarians, which was greater in individuals presenting with hiperhomocisteinemia.
Moreover, there was a correlation between the time of vegetarian diet and plasma
levels of Hcy and an inverse correlation between plasma levels of vitamin B12 and
Hcy. Scr during three weeks also increased skin capillary perfusion both at rest and
after post-occlusive reactive hyperemia. Nevertheless, Scr did not change skin
microvascular reactivity, showing that Scr could influence capillary recruitment without
changing arteriolar tone.

Key words: creatine supplementation; homocisteine; vegans; vegetarianism;
microvascular flow.
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1. INTRODUCAO

1.1. Habitos alimentares e Doencas Cardiovasculares
Nas sociedades modernas, as doencas cardiovasculares (DCV)

representam a principal causa de morbidade e mortalidade da populacéo,
sendo de alta prevaléncia em paises desenvolvidos e principalmente naqueles
em desenvolvimento [1].

Acredita-se que mais de 75% de todas as mortes relacionadas a DCV
sejam atribuidas ao infarto agudo do miocardio e ao acidente vascular cerebral,
condicoes fisiopatolégicas que resultam de isquemia tecidual e cuja etiologia
depende de aspectos genéticos e ambientais [2].

Neste contexto, apds a Revolucdo Industrial, apesar da reducdo dos
problemas clinicos associados a deficiéncias nutricionais e doencgas
infecciosas, observou-se progressiva reducao dos niveis de atividade fisica e
aumento na ingestdo de alimentos cal6ricos que contribuem para o
desenvolvimento de doencas crénicas como DCV, cancer e diabetes [3].

De fato, sdo muitas as evidéncias de que a inatividade fisica altera a
homeostase do organismo e produz alteracdes metabdlicas que contribuem
diretamente para resisténcia a insulina, inflamacdo crénica e processos
degenerativos cardiovasculares e neuroldgicos que deterioram a qualidade de
vida e prejudicam a satude humana aumentando, aumentando assim o nimero
de mortes causadas por estas doencas ou pela combinacédo de duas ou mais
delas [4-6].

Da mesma forma, o consumo excessivo de calorias provenientes de
carboidratos de alto indice glicémico e gorduras representa uma das mais
importantes alteracdes ambientais que contribuem para epidemia de doencas
cardiometabdlicas nas sociedades modernas [7].

Nesse sentido, dietas ocidentais sdo consideradas pro-inflamatorias e
pré-aterogénicas, caracterizando-se pela ampla oferta de alimentos de origem
animal, grados refinados, sacarose, sal, gorduras trans ao mesmo tempo em
gque sdo extremamente pobres em frutas e vegetais. Estes habitos alimentares
e comportamentais se refletem no aumento de doengcas de natureza

inflamatoria como diabetes, hipertensao, disbiose e deméncia [8].
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Em face do exposto, hébitos alternativos de dieta alimentar tém sido
recentemente propostos para reduzir o risco cardiovascular e incluem condutas
nutricionais com restricdo de calorias e/ou com predominio de frutas, vegetais,
acidos graxos 6mega 3 e azeite de oliva como ocorre na dieta mediterranea [9],
ou de raizes, vegetais, soja e plantas medicinais como a dieta de Okinawa [10].

De forma semelhante, a dieta vegetariana vem sendo implementada ha
décadas em diferentes culturas e mais recentemente foi associada a terapias
para reducdo dos fatores de risco de DCV como sobrepeso, resisténcia a
insulina, hipertensao e dislipidemia. De fato, o0 aumento no nimero de adeptos
desta dieta visa, além do cuidado com os animais, uma forma de melhorar e
mudar habitos alimentares inadequados [11].

Apesar disso, o vegetarianismo também imp&e inimeras restricbes de
micronutrientes relacionadas a exclusdo do consumo de alimentos de origem
animal, e os tradicionais efeitos cardio-protetores da dieta tem sido
guestionados em alguns estudos [12-15]. Neste contexto, deficiéncias de
vitamina B12 e creatina, micronutrientes exclusivamente presentes em
alimentos de origem animal, podem induzir alteracdes fisiopatoldgicas que
elevam o risco cardiovascular, particularmente através do aumento dos niveis
plasmaticos de homocisteina, molécula capaz de aumentar o estresse oxidativo
vascular e promover disfuncdo de células endoteliais [16]. Em face deste
paradoxo da dieta vegetariana, que por um lado, em comparagcdo com
condutas onivoras, se mostra eficaz para aumentar a longevidade humana e
reduzir a morbi-mortalidade cardiovascular, e por outro, possibilita
paradoxalmente o surgimento de hiperhomocisteinemia (HHcy).

Neste  contexto, encontra-se bem evidenciado que a
hiperhomocisteinemia compromete a fungéo vascular reduzindo a sintese do
oxido nitrico (NO), um gas sintetizado pelos vasos que tem como funcbes a
manutencdo da pressao arterial, homeostase do tdnus vascular, atividade
plaquetéria e processos inflamatorios [17, 18].

A hiperhomocisteinemia encontra-se associada a lesbes oxidativas e
inflamacédo sistémica de baixo grau diretamente relacionada a doencas
vasculares coronarianas, cerebrais e periféricas podendo neste contexto,
contribuir para a perda das funcdes cognitivas e disfuncdes renais [19, 20].

Uma vez que a exclusdao de produtos de origem animal na dieta de veganos
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estritos eleva o risco de hiperhomocisteinemia neste grupo de individuos,
surge o interesse em investigar os efeitos desta conduta alimentar na funcéo
microvascular associando os resultados com parametros bioquimicos que

avaliem o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
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REFERENCIAL TEORICO

2.1. Sistema circulatorio e doencga cardiovascular
O sistema circulatorio € dividido nas partes arterial e venosa. Enquanto a

primeira é constituida por grandes artérias de conducgéo, vasos de resisténcia
como as pequenas artérias, arteriolas e metarteriolas e de distribuicAo como os
capilares, a segunda é representada pelas veias que possibilitam o retorno de
sangue venoso para o coracgao [21].

Adicionalmente as camadas média e adventicia necessarias
respectivamente a manutencao do tonus vascular e fixacao tecidual dos vasos,
todas as partes do sistema circulatério possuem um conjunto de células que
revestem internamente 0s vasos e se encontra em intimo contato com o
sangue, que é conhecida como endotélio vascular [22].

O endotélio vascular representa um 6rgdo extremamente ativo que
apresenta multiplas funcdes indispensaveis para homeostasia vascular, cuja
importancia varia em funcdo da localizagcdo no sistema circulatorio. Assim,
artérias de grande calibre devem preservar suas caracteristicas de
pulsatilidade e conducdo enquanto arteriolas da microcirculagdo devem
controlar a resisténcia do fluxo sanguineo para que sejam atendidas as
necessidades metabdlicas dos tecidos [23].

Tais caracteristicas endoteliais sdo preservadas por intermédio da
secrecdo de substancias vasoativas que contribuem para o controle do tonus
vasomotor, hemostasia do sangue e resposta imune. Neste sentido, o
endotélio produz um conjunto de substancias vasodilatadoras e outro de
substancias vasoconstritoras cujo equilibrio regula o tbnus vascular [24].

As forcas geradas pelo fluxo sanguineo sobre o endotélio sé&o
importantes no sentido de permitir liberacdo continua de mediadores
endoteliais vasoativos e a resposta de vasodilatacdo dependente mediada por
fluxo tem sido descrita em varios leitos vasculares. Em condi¢fes fisiol6gicas
normais, o estimulo vasodilatador mediado pelo endotélio prevalece sobre o
constritor, mas em estados patolégicos a situacao pode ser invertida [25].

Neste sentido, a disfuncdo endotelial é definida como aumento ou

diminuicdo na producdo de fatores vasoativos, provocando vasoconstricdo ou
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vasodilatacdo anormais, aumento da atividade pro-trombética e/ ou pré-
coagulante além de maior permeabilidade vascular a macromoléculas [26].

Em geral, moléculas vasoconstritoras como a endotelina-1 (ET-1) e o
tromboxano predominam na disfuncédo endotelial juntamente com a reducéo da
disponibilidade de substancias vasodilatadoras como prostaciclinas, fator
hiperpolarizante e 6xido nitrico (NO), este ultimo, agente vasodilatador e anti-
trombatico produzido pela enzima 6xido nitrico sintetase endotelial (eNOS) [27].

Doencas como aterosclerose, hipertensao arterial e sindrome metabdlica
encontram-se diretamente associadas a disfuncdo endotelial que representa
um marco na alteracdo homeostatica vascular caracteristica da DCV. Em geral,
a funcao endotelial € mensurada experimentalmente por métodos que acessam
as consequéncias funcionais da atividade do endotélio, sozinhas ou em
complemento com mediadores quimicos que modulam a fun¢cdo endotelial [28,
29].

Do ponto de vista clinico, a funcdo endotelial pode ser estimada por
modificacdes no fluxo sanguineo mensuradas de forma invasiva, mas que
tradicionalmente ocorrem de forma ndo invasiva através de pletismografia por
oclusdo venosa que é frequentemente realizada através de hiperemia reativa
no antebraco do paciente [30]. Mais recentemente, técnicas de avaliacdo da
reatividade microvascular através de sistema de fluxometria laser através de
contraste de imagens, permitiram o0 acesso da capacidade funcional da
microcirculacdo ainda de forma ndo invasiva, sendo extremamente Util para
diagnéstico da disfuncdo endotelial em portadores de doencas
cardiometabdlicas [31].

Ha mais de 30 anos que ja se conhece o papel da célula endotelial na
regulacéo tdnus vascular, cujo impacto na manutencdo da pressao arterial em
humanos € especialmente importante nas arteriolas de resisténcia com
diametro inferior a 150 um e conhecida como microcirculagéo [32].

As arteriolas encontram-se distribuidas em diferentes niveis do sistema
circulatério recebendo denominacgbes igualmente distintas. Localizadas na
porcdo mais proximal, arteriolas de primeira ordem s&o constituidas por uma
espessa camada continua de musculo liso e a medida que se aproximam das

partes mais distais do vaso, originam arteriolas de segunda a quarta ordem que
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possuem apenas uma camada descontinua de musculo liso na parede do vaso
[22].

Os capilares, por sua vez, possuem diametros que variam entre 2 e 9
um, e apresentam uma Unica camada de células endoteliais sobre uma
membrana basal [33]. Sdo provenientes de ramificacdes das metarteriolas que
podem originar cerca de uma dezena de capilares cada uma, apresentando em
suas bifurcacdes esfincteres que controlam o fluxo capilar. Tais estruturas,
conhecidas como esfincteres pré-capilares, sdo também responsaveis por um
fenébmeno fisioldgico de redistribuicdo do fluxo sanguineo de um leito capilar a
outro (shunting) e que colabora decisivamente para nutricdo tecidual (figura 1)
[34].

Frequentemente o estudo da perfusao de capilares teciduais € realizada
através da técnica de capilaroscopia intra-vital, é util para identificar processos
de rarefacdo capilar presentes em individuos hipertensos e diabéticos, e deste
modo complementar o diagnostico de disfuncdo endotelial [35, 36].

Neste sentido, a identificacdo da disfuncdo endotelial e suas
consequéncias negativas sobre a reatividade microvascular e perfusdo de
capilares, pode representar um fator de risco para doenca aterosclerética. De
fato, encontra-se bem evidenciado que a aterosclerose € um processo
decorrente da disfuncdo do endotélio vascular na presenca de ambiente proé-
aterogénico representado por estresse oxidativo, aumento dos niveis de
colesterol total e LDL e reducéo dos niveis de colesterol HDL [37].

Embora esse fendbmeno ocorra predominantemente nas areas de
bifurcacdo de artérias de conducdo, podera existir em qualquer leito vascular
desde que coexistam disfuncdo endotelial e ambiente vascular pro-aterogénico.
Neste sentido, sdo muitas as evidéncias de que alteragbes glicémicas,
dislipidemias e também aumentos cronicos da pressao arterial podem contribuir
para o desenvolvimento da placa de ateroma e remodelagem vascular que
modifica a morfologia e fungédo do leito acometido repercutindo negativamente
na conducao do fluxo sanguineo [33].

Diante das evidéncias de que a funcédo endotelial € indispensavel para
homeostasia e salde vascular, muitos estudos tem investigado o impacto da
dieta moderna sobre a inflamacédo e doenca arterial e arteriolar cuja prevaléncia

€ bastante elevada nas sociedades urbanas [38].
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Se considerarmos que a disfuncdo endotelial e o desenvolvimento da
aterosclerose encontram-se parcialmente associados a ingestdo alimentar
excessiva de gorduras e carboidratos refinados de alta carga glicEmica, dietas
baseadas em vegetais e com exclusdo de carnes, tém sido consideradas
alternativas mais saudaveis ao sistema cardiovascular. Tais procedimentos
nutricionais também disponibilizam grandes quantidades de polifendis
derivados das plantas que podem exercer importante efeito neutralizador do
estresse oxidativo inerente a disfuncéo endotelial [39].

Neste contexto, individuos que adotam dietas vegetarianas apresentam
risco significativamente mais reduzido para desenvolvimento de DCV [40],
apresentando em relacdo a onivoros, menor mortalidade por doenca cardiaca
isquémica além de menor incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 [11].

Em relacdo a média da populacdo onivora, vegetarianos apresentam
menores niveis de inflamacdo vascular, proteina C reativa e exibem melhor
sensibilidade a insulina e menores niveis pressoéricos que coletivamente

contribuem para melhorar a saude do organismo [41].

Artenola Metartencla

Esfincter
pré-capilar

Capilares
artanais

Capilares
Yenosos

Figura 1: Representacdo esquematica da microcirculagdo (The McGraw-Hill

Companies, Inc).
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2.1. Dieta Vegetariana
A dieta vegetariana € uma conduta alimentar que objetiva a exclusao do

consumo de carnes e da maioria dos produtos de origem animal [42]. Tal
comportamento emerge de diferentes interesses e motivacdes e quase sempre
incluem beneficios a saude além de crencas espirituais e conceitos éticos
como a preservacao ambiental e o respeito a vida de outros animais [43, 44].

Neste sentido, estima-se que a proporcéo de vegetarianos na populacéo
mundial esteja entre 1-10%, tendo paises com maior porcentagem a india
(40%), Alemanha (9%), Israel (8,5%), Canada (8%), Brasil (8%), Australia e
EUA (3%) [43].

De acordo com grandes estudos como o Adventist Health Study [45],
Oxford Vegetarian Study [46], Health Food Shoppers Study [47] e Heidelberg
Study [48], vegetarianos tendem a apresentar menor indice de massa corporal
e risco mais reduzido de desenvolvimento de doencas crénico-degenerativas,
além de maior longevidade em relacéo a onivoros [49].

Diferentemente da dieta ocidental moderna, aquelas de natureza
vegetariana possuem menor conteldo de calorias, gorduras saturadas e
colesterol e maiores quantidades de fibras, magnésio, potassio, vitaminas C e
E, folato, carotenoides, flavonoides e outros fitoquimicos que coletivamente
colaboram para reduzir o risco de dislipidemia e aterosclerose [50]. De fato,
vegetarianos, em relacdo a onivoros, apresentam menor incidéncia de
hipertenséo arterial e niveis séricos mais reduzidos de colesterol total e LDL
[42].

Entretanto, apesar do menor consumo de nutrientes considerados
aterogénicos e da maior oferta de micronutrientes que colaboram para exercer
efeitos antioxidante e anti-inflamatério vascular, dietas vegetarianas, em
especial aguelas de caracteristica vegana, apresentam também deficiéncia de
outros nutrientes indispensaveis e quase exclusivamente presentes em
alimentos de origem animal [51].

Apesar de ndo existirem evidéncias de que dietas vegetarianas exergcam
efeito adverso a saude humana, condutas alimentares que privam o organismo
de micronutrientes essenciais podem contribuir, em longo prazo, para
alteracbes da fisiologia normal [52]. Neste sentido, algumas condutas

nutricionais vegetarianas podem apresentar graves deficiéncias de metionina,
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vitaminas D e B-12 além de zinco, ferro, iodo, calcio e acidos graxos 6mega-3
[11, 53, 54].

Além disso, individuos vegetarianos também apresentam caréncia de
substancias como carnosina e creatina, predominantemente encontradas no
musculo de animais [55]. Neste sentido, a caréncia de creatina na dieta quando
a associada a frequente deficiéncia de vitamina B-12 verificada entre veganos,
tem sido considerada fator de risco para hiperhomocisteinemia e disfuncédo do
endotélio vascular [56].

Assim, aumentos cronicos da homocisteina plasmatica resultante da
privacdo de alimentos de origem animal, poderiam colaborar, juntamente com
outras deficiéncias nutricionais caracteristicas da dieta vegana, para inflamacéo
e disfuncéo do endotélio vascular. Mesmo assim, em virtude da dificuldade de
investigagdo nédo invasiva da fungdo endotelial, poucos estudos foram
realizados para esclarecer esta questdo nos vasos de condugdo e
principalmente nos vasos de resisténcia da microcirculacdo aonde o0 acesso é
ainda mais restrito.

Apesar disso, conforme mencionamos anteriormente, tecnologia recente
de analise de imagens de contraste obtidas por fluxometria laser [31], poderiam
representar importante ferramenta de avaliacdo da funcdo endotelial
microvascular de vegetarianos ou de individuos que compulsoriamente ou néo,

restringem certos nutrientes de sua alimentagéo [57].

2.2. Deficiéncia de creatina e Hiperhomocisteinemia

Apesar da hiperhomocisteinemia estar tradicionalmente associada a
deficiéncia de vitamina B-12 na dieta, a caréncia de creatina também colabora
para elevar os niveis desta molécula e com isso, exercer impacto proé-
inflamatorio e prejudicial a funcdo endotelial [58].

A creatina é um tripeptideo sintetizado a partir dos aminoacidos L-
arginina, L-glicina e L-metionina encontrado exclusivamente em carnes de
origem animal. No organismo humano, a quantidade de creatina varia entre
120g e 160g estando predominantemente armazenada nos musculos
esquelético e cardiaco (95% do estoque total), mas também no tecido nervoso.
Apesar disso, cerca de 40% do estoque total de creatina pode ser encontrado

em sua forma livre enquanto os outros 60% sé&o fosforiladas para sintetizar a
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fosfocreatina, uma importante molécula responsavel pela sintese rapida de
energia intracelular [59].

Nas ultimas duas décadas, o uso de suplementos de creatina vem
aumentando entre praticantes de musculacdo e atletas de diferentes
modalidades esportivas [60-63] e mais recentemente, também se estendeu
para atender objetivos terapéuticos em doengas metabdlicas, do musculo
esquelético e neurodegenerativas [64, 65]. Neste contexto, a suplementacéo
com creatina (Scr) tem se mostrado eficaz contra processos inflamatorios
provocados pelo exercicio extenuante em humanos, ja que é capaz de atenuar
0 consequente aumento de citocinas pro-inflamatorias [63, 66].

Em geral, cerca de 1 g diario de creatina € obtida através da dieta e
outra 1 g através da sintese enddégena em processo que envolve as enzimas
arginina-glicina aminotransferase (AGAT) renal e a guanidino-metiltransferase
hepéatica (GAMT) [67]. No processo de sintese enddgena de creatina, o
grupamento amidino da arginina é transferido para glicina pela acdo da AGAT a
fim de originar o composto guanidinoacetato. Este por sua vez, é secretado
para circulacdo sistémica para que seja metilado no figado pela GAMT em
processo dependente da S-adenosilmetionia (SAM), molécula formada a partir
da metionina e capaz de doar o grupamento metil para o guanidinoacetato e
originar a molécula de creatina. Ao perder o grupamento metil, a SAM origina a
molécula de S-adenosilhomocisteina (SAH) que metabolicamente sera
convertida em homocisteina (figura 2) [68].

Como a sintese enddgena de creatina reduz a disponibilidade hepatica
de SAM, a Scr também tem sido considerada importante recurso para reduzir a
demanda de processos de metilacdo hepatica bem como a sintese de
homocisteina. Além disso, a Scr parece capaz de aumentar a disponibilidade
de L-arginina para outros processos metabdlicos, como por exemplo, para
sintese de 6xido nitrico [17, 69, 70].

Neste sentido, tem sido proposto que a deficiéncia de creatina na dieta é
capaz de promover aumento da demanda dos processos de sintese endégena
da creatina, sobrecarga de reacdes de metilacdo e consequente sintese de
homocisteina. De fato, a deficiéncia de creatina, quando associada a

deficiéncia de vitamina B12 pode ser o principal fator responsavel pelos
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aumentos cronicos dos niveis de homocisteina verificados entre vegetarianos e

principalmente naqueles que adotas dietas estritas veganas.
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Figura 2. Representacdo da via de sintese da creatina e os efeitos da suplementagéo que leva

a inibicdo da sintese enddgena nos rins e figado. GAA, guanidinoacetato; AGAT, arginina-
glicina amidinotransferase; GAMT, guanidinoacetato N-metiltransferase; SAM, S-
adenosilmetionia; SAH, S-adenosilhomocisteina; Hcy, homocisteina (Petr, Steffl and Kohlikova,
2013).

2.3. Hiperhomocisteinemia e DCV
A homocisteina (Hcy) € uma molécula que contém tiol, sendo formada a

partir do aminoacido essencial L-metionina, do ATP e da enzima S-
adenosilmetiltransferase. Em condi¢fes fisiol6gicas normais, essa substancia
pode sofrer transulfuracdo para, através da acdo da enzima cistationina
sintetase, e em reacdo dependente de vitamina B6, formar -cisteina.
Alternativamente, a Hcy pode ser remetilada a metionina em processo que
requer vitamina B12 e folato como co-fatores (figura 3) [71, 72].

O excesso de Hcy sérica € conhecido como hiperhomocisteinemia
(HHcy), e representa fator de risco independente para doencas
cardiovasculares exercendo impacto semelhante ao proposto para o
tabagismo, hipertensdo arterial e dislipidemia [73]. Niveis séricos muito
elevados de Hcy inibem o crescimento de células endoteliais, reduzem a
disponibilidade de NO e promovem desacoplamento da enzima Oxido nitrico

sintase endotelial transformando-a em produtora de espécies reativas de
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oxigénio (ROS), que exercem efeitos deletérios sobre a manutencdo da
hemostasia e do tonus vascular [17].

Varios estudos ja demonstraram que a hiperhomocisteinemia moderada
contribui para aumentar o risco de desenvolvimento de DCV [74, 75]. Neste
contexto, acredita-se que para cada aumento de 5 ymol/l na homocisteinemia,
eleva-se o risco de DCV em 60% para homens e 80% para mulheres [76, 77].
Sdo0 muitas as evidéncias de que excessos de homocisteina no sangue
prejudicam a capacidade de dilatacdo dependente de endotélio nos vasos de
resisténcia coronarianos em mecanismo provavelmente associado ao maior
estresse oxidativo [78-80].

De fato, estudos in vitro sugerem que o excesso de homocisteina, além
de danificar diretamente as células endoteliais e reduzir a biodisponibilidade de
NO, aumenta também a proliferacdo das células do musculo liso vascular e
contribui  para rigidez arterial [81-83]. Em seres humanos, a
hiperhomocisteinemia exerce efeito pro-trombdético [79] e contribui diretamente
para prejuizos na reatividade vascular conforme demonstrado através de
reducdes na resposta de vasodilatacdo mediadas por fluxo na artéria braquial
[84, 85].

Como a hiperhomocisteinemia encontra-se associada a doencas
vasculares coronarianas, cerebrais e periféricas [19, 20], estudos clinicos e
experimentais tém sugerido que a Scr, por reduzir a demanda de metilacdo
envolvida na sintese enddgena da creatina, seja capaz de, em conjunto com a
suplementacdo com vitamina B-12 ou mesmo isoladamente, reduzir os niveis
de homocisteina e melhorar a funcdo vascular de portadores de doencas
cardiometabdlicas [65, 71, 86, 87].
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Figura 3. Representacdo da via de sintese da metionina’/homocisteina. (Kaul, Zadeb and Sha,
2006).

2.4. Vegetarianismo e hiperhomocisteinemia

Apesar de determinantes genéticos serem o0s principais moduladores
dos niveis de homocisteina no plasma, fatores nutricionais também sao
importantes na medida em que o nivel total de homocisteina plasmatica &
inversamente relacionado com os niveis plasméticos de B12, B6 e folato [88,
89].

Como o consumo de metionina € frequentemente insuficiente entre
vegetarianos, a remetilacdo da homocisteina representa a principal rota de
metabolizacdo dessa molécula neste grupo de individuos. Entretanto, veganos
também apresentam deficiéncia no aporte nutricional de vitamina B12,
tornando a rota de metilagcdo disfuncional em processo que contribui para
aumentos significativos de homocisteina no plasma [90].

De fato, vegetarianos representam grupo de risco para deficiéncia de
B12 e hiperhomocisteinemia [91, 92]. Neste sentido, entre vegetarianos, grupos
veganos sao aqueles que apresentam o0S maiores niveis séricos de
homocisteina e a maior prevaléncia de hiperhomocisteinemia [93].

Excluindo algumas algas [94], a vitamina B12 é encontrada quase
exclusivamente em ovos, leite e, principalmente proteinas de origem animal
estando, portanto ausente em dietas veganas [95]. Neste sentido, encontra-se

bem evidenciado que veganos necessitam de suplementacdo dietética que
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previna a reducdo dos niveis de B12 no organismo e suas consequéncias
sobre a remetilacdo da homocisteina [95].

Além disso, por ndo ingerirem nenhum tipo de produto de origem animal,
veganos também apresentam deficiéncia de creatina. Tal condicdo contribui
para sobrecarga hepatica dos processos de metilagdo e conforme descrito
anteriormente, potencializa a condigéo de hiperhomocisteinemia [71, 96].

Assim, diante da deficiéncia alimentar de B12 e creatina e o0s
consequentes aumentos da homocisteina sérica, veganos apresentam fator de
risco para disfungdo endotelial. Paradoxalmente, estes individuos também
possuem menor morbidade e mortalidade por DCV em efeito que
provavelmente encontra-se associado a restricdo de calorias, melhor controle
glicémico, lipidico e ao consumo de substancias antioxidantes e com menor
potencial inflamatério [12].

Depreende-se do exposto que a presenca de disfuncdo no endotélio
vascular promovida pela hiperhomocisteinemia pode ser contrabalancada por
ambiente vascular antioxidante e com menores niveis de colesterol total e LDL
que sao caracteristicos de individuos veganos. Por outro lado, como a
deficiéncia de creatina exacerba a hiperhomocisteinemia e a Scr parece eficaz
em reduzir a demanda de metilagdo hepatica, € possivel que esta conduta
antagonize os efeitos vasculares deletérios da hiperhomocisteinemia presente
em veganos.

Neste contexto, poucos estudos investigaram os efeitos da Scr sobre a
reatividade vascular na microcirculacdo, um leito vascular especializado para a
nutricdo tecidual e remocdo de produtos do metabolismo celular [33, 34].
Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a suplementacao
com 20 g/dia de creatina monohidratada durante uma semana em individuos
jovens com baixo risco cardio-metabdlico, é suficiente para melhorar a
densidade e perfusdo de capilares teciduais e aumentar e resposta de
vasodilatacdo mediada por fluxo na microcirculacdo [87]. Tais resultados
reforcam o potencial anti-inflamatério e antioxidante da creatina, mas nao
esclarecem se a Scr é capaz de reduzir os niveis de homocisteina
cronicamente elevados em veganos e reverter eventuais prejuizos na fungéo

vascular.
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2.5 Protocolos de Suplementacao com creatina
A creatina desempenha um importante papel no fornecimento de energia

rapida durante a contragdo muscular, pois participa da transferéncia de energia
durante a ressintese do ATP através de uma reacao reversivel catalizada pela
creatino kinase [97].

Ja foram descritos inUmeros protocolos de suplementacéo com creatina,
sendo os mais comuns aqueles que utilizam uma fase de saturagcdo com
20g/dia durante 1 semana seguidos de outra fase de manuten¢éo no qual sé&o
ingeridos 5g/dia durante 3 semanas [98].

Em estudo recentemente publicado, nosso grupo implementou a fase de
saturacdo (20g/dia por 1 semana) em jovens saudaveis observando apos o
periodo de suplementacdo aumentos do peso, IMC e melhorias da perfusédo
capilar [87]. Outro estudo utilizando o mesmo protocolo observou aumentos de
20% na concentracdo de creatina no musculo e na ressintese da fosfocreatina
apos o periodo de suplementacao [99].

Loon, e colaboradores [98] utilizaram o protocolo padrdo de Scr com
20g/dia por 5 dias e 2g/dia por 6 semanas estendendo o periodo de
manutencdo por mais 3 semanas e comparando os resultados com o grupo
placebo que utilizou maltodextrina. Eles observaram que durante os 5 dias de
suplementacdo houve aumentos significativos na creatina livre e total
intramuscular, que entretanto, diminuiu apés 6 semanas. Mesmo assim,
observou-se que melhoras na performance durante sprints de 12 segundos e
0S aumentos de massa magra eram preservados ao longo do estudo.

Protocolos de Scr com doses entre 5 e 20g também j& foram envolvidos
na melhora do perfil lipidico contribuindo para redugbes nos niveis de
colesterol, LDL, triglicerideos [87, 100-103]. Apesar disso, Gualano e
colaboradores [104] utilizando protocolo padrdo de 0,3g/dia por 7 dias mais
0,15g/dia por 11 semanas, observaram em individuos jovens e sedentarios que
apos 3 meses de Scr ndo havia alteracbes no perfil lipidico, mesmo com o
incremento do treinamento aerébio moderado.

Estudos com protocolos mais longos de Scr também ja foram realizados
em portadores de diferentes condi¢cbes fisiopatologicas. Neste sentido, 16
semanas de Scr (20g por 5 dias e 5g por 37 dias) em 15 individuos com

fibromialgia promoveu aumentos na concentragao da fosfocreatina muscular, e
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melhora na fungdo contratii dos membros superiores e inferiores além de
reducdo nos disturbios do sono causado pela doenca [97].

Uma revisdo acerca dos efeitos da creatina pontuou os efeitos positivos
no aumento da massa magra e na forca maxima com uma reducdo no acumulo
do lactato e consequentemente um prolongamento da atividade utilizando um
protocolo de 20g/dia por 7 dias [105]. Porém, outros dois estudos usando um
volume menor de creatina (5g/dia por 7 dias) e usando o treinamento de forca
observaram aumentos na forca muscular e no volume de treino em 14% e 8%
respectivamente comparando com o placebo [106, 107].

Suplementagfes utilizando doses mais moderadas de creatina (5g/dia
por 3 semanas) mostraram melhorias nos testes de forca no handgrip e
reducdo da concentracdo do lactato apos a Scr [108]. J4 a Scr em jovens com
distrofia muscular por 3 meses com 3g/dia comparando com placebo usando
maltodextrina na mesma dosagem, observou melhoras na contracdo muscular
voluntaria maxima e aumento na densidade mineral 6ssea apds o periodo de
suplementacao [109].

Neste sentido, Hultman, e colaboradoes [110] sugerem que 0s aumentos
do peso e IMC encontrado na maioria dos estudos deve-se a retencao hidrica
provocada pelo aumento da osmolaridade celular e associada a elevacdo de
creatina intramuscular apds Scr. Por outro lado, Lugaresi e colaboradores [111]
observaram o efeito de 12 semanas de suplementagcdo com creatina, sendo a
primeira semana 20g por dia e nas semanas seguintes 5g apenas, em
praticantes de treinamento de forca com dieta rica em proteina sobre o0s niveis
de creatinina e funcdo renal. Eles observaram que as 12 semanas de
suplementacdo associado a uma dieta hiper-proteica ndo afetava a funcéo
renal.

Um protocolo mais longo utilizando a Scr padréo (20g/dia por 1 semana
e 5g/dia por 23 semanas) foi usado em mulheres na fase da menopausa e
submetidas treinamento de forca. Em comparagcdo com grupo placebo
observou-se aumento na massa magra, porem sem melhorias na funcéo

muscular e densidade 6ssea [112].
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO
Tendo em vista que vegetarianos ndo obtém creatina proveniente da

dieta, este grupo de individuos apresenta-se também com risco de desenvolver
hiperhomocisteinemia. De fato, por ndo consumirem proteinas de origem
animal, privam-se de pelo menos dois nutrientes importantes representados
pela creatina e pela vitamina B12 que colaboram em conjunto ou isoladamente
para o acumulo de homocisteina no sangue.

Apesar da suplementagdo com vitamina B12 ser um procedimento
relativamente popular entre vegetarianos, a suplementagcdo com creatina nao
compartiiha da mesma popularidade e poucos individuos realizam
suplementacdo com este tripeptideo para atenuar a hiperhomocisteinemia,
condicdo que muitos sequer possuem o adequado conhecimento.

Conforme mencionado anteriormente, demonstramos recentemente que
a suplementacdo com creatina é capaz de aumentar a perfusdo microvascular
cutanea em individuos jovens e fisicamente ativos, sugerindo efeito biolégico
da creatina sobre a fungdo microvascular [87]. Neste estudo preliminar,
observamos que a suplementacdo oral com creatina (20 g/dia) durante um
semana aumenta a densidade e o recrutamento capilar, assim como aumenta a
reatividade microvascular sistémica dependente de endotélio.

Paralelamente, nosso grupo encontra-se envolvido nos ultimos trés
anos na caracterizacdo das influencias da dieta vegetariana sobre a funcao
microvascular constatando que estes individuos apresentam reatividade
microvascular dependente de endotélio significativamente menor que onivoros
e diretamente associada com a deficiéncia de vitamina B12 no plasma e
hiperhomocisteinemia.

Como avaliacdo da reatividade microvascular sistémica tem mostrado
ser essencial na investigacdo de patologias de doencas cardiovasculares e
metabolicas [113]. Além disso, a microcirculacdo cuténea é considerada agora
como uma forma acessivel e representativa de avaliagdo da reatividade e
densidade microvascular sistémica [113, 114]. Neste contexto, o laser speckle
contrast imaging (LSCI) apresenta uma abordagem inovadora para a avaliacao
da funcdo endothelial microvascular sistémica de forma néo invasiva [114,
115]. LSCI j4 demonstrou ser uma técnica néo invasiva de avaliagdo da

reatividade microvascular sistémica em pacientes que apresentam doencas
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cardio-metabdlicas [115]. Além do mais, a densidade e reatividade capilar, e a
perfuséo tecidual, sdo conhecidas por estarem diretamente associada com
doencas cardiovasculares e metabdlicas, incluindo hipertensdo, diabetes,
obesidade e a sindrome metabdlica [36, 116, 117].

Considerando que vegetarianos ndo sdo capazes de obter creatina da
dieta e que a auséncia desse nutriente colabora para agravar a
hiperhomocisteinemia e considerando as evidencias de que a Scr é capaz de
atenuar a hiperhomocisteinemia em seres humanos, nosso grupo decidiu
investigar os efeitos da suplementagdo com creatina sobre a reatividade
microvascular dependente de endotélio.

Este estudo trara beneficios para a comunidade de vegetarianos que
necessitam de mais informacdes acerca da caréncia de nutrientes sobre a
saude vascular, gue como sabemos apresentam, paradoxalmente, menor risco
de desenvolvimento de aterosclerose e doencas cardiovasculares. As
conclusdes deste estudo contribuirdo também para o aumento do acervo de
conhecimentos existentes sobre a microcirculacédo e vegetarianismo, o que por
si s ja representa um avanco cientifico.

Visto que se desconhece o impacto da Scr em individuos vegetarianos
estritos, em especial aqueles portadores de hiperhomocisteinemia, em face do
exposto, o presente estudo pretende investigar o efeito deste procedimento
sobre a homocisteinemia e a reatividade microvascular deste grupo de

individuos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Investigar o efeito da suplementagcdo com creatina sobre a reatividade

microvascular sistémica e sobre os niveis plasmaticos de homocisteina em

individuos vegetarianos estritos.

4.2. Especificos

Identificar as alteragcbes na funcdo endotelial microvascular sistémica
resultante da suplementacéo com creatina em individuos vegetarianos
veganos  hiperhomocisteinémicos ou  normohomocisteinémicos,
suplementados com creatina ou placebo, através da técnica de
fluxometria microvascular cutanea;

Descrever as alteracbes séricas de homocisteina, além de outros
marcadores clinicos em veganos hiperhomocisteinémicos ou
normohomocisteinémicos antes e apds suplementacdo com creatina ou
placebo;

Identificar o efeito da suplementacdo com creatina sobre a perfuséao
capilar cutanea em individuos veganos hiperhomocisteinémicos ou

normohomocisteinémicos suplementados com creatina ou placebo.
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5. METODOLOGIA

5.1. Individuos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), anexo |, do Instituto Nacional de Cardiologia do Rio de Janeiro em
setembro de 2012 (CAAE 02471512.4.0000.5272). O estudo foi tornado publico
através de registro na base de dados do ClinicalTrials.gov (registro #
NCT02961972). Uma vez considerados elegiveis, todos os voluntarios leram e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo CEP
(Anexo II).

Os voluntarios veganos estritos de ambos os sexos foram recrutados
através de redes sociais e comunidades de vegetarianos localizadas no Rio de
Janeiro e randomicamente alocados nos grupos de suplementacdo com
creatina (SCr, n=27) ou placebo (PLA, n=18). O critério para a alocacao foi pela
ordem de chegada dos voluntarios ao local, sendo padronizada a entrega dos
suplementos iniciando com a creatina e 0 segundo com placebo e assim
sucessivamente. Foram incluidos individuos veganos estritos que néao
suplementavam a dieta com creatina ou vitamina B12 e que néo fizessem uso

de medicamentos que alterem a reatividade vascular.

5.2. Desenho da Pesquisa

Todas as avaliacGes foram feitas pela manha, entre 8 e 12 horas, ap0s
12 horas de jejum. Também foi solicitado aos voluntarios que se abstivessem
de fumar e ingerir bebidas com cafeina ou alcool no periodo de 12 horas antes
do estudo. Todos os procedimentos seguiram a mesma sequéncia, comeg¢ando
com a coleta das amostras de sangue, seguida por uma avaliacdo clinica e
fisica e concluindo com a avaliacdo da microcirculacdo por Fluxometria de
Laser Speckle (laser speckle contrast imaging, LSCI) e video-capilaroscopia
intravital. Os mesmos procedimentos foram repetidos apos trés semanas de

suplementacdo com creatina.

A avaliacdo antropométrica foi feita através da obtencdo das medidas de
peso, altura (balanca filizola com estadiométro, S&o Paulo, Brasil) e calculo do
indice de massa corporal (kg/m?) utilizando a férmula do peso/alturaz. A

pressdo arterial sistélica, diastélica e meédia foi determinada usando um
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esfigmomanbmetro. A pressédo braquial sistdlica (PBS) e diastolica (PBD) foi
medida duas vezes, com 1 minuto de intervalo, usando um esfigmomanémetro
de mercurio, e a pressao média registrada como a pressao clinica do individuo.
A pressao arterial média (PAM) foi calculada como PBD + 1/3 (PBS-PBD).

A obtencéo de dados como tipo de vegetarianismo, tempo de dieta (em
anos), pratica ou auséncia de atividade fisica e a regularidade foram feitas pela
anamnese entregue no momento em que o voluntario iniciava 0s

procedimentos em nosso laboratorio (anexo Ill).

5.3. Medidas Laboratoriais

Amostras de sangue foram colhidas antes e depois de trés semanas de
suplementacdo com creatina ou placebo e entregues ao servico de patologia
clinica do Instituto Nacional de Cardiologia, para as analises dos seguintes
elementos: glicemia de jejum, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e
triglicerideos, creatinina, acido Urico, transaminases, vitaminas B12 e D, acido
félico, creatino quinase (isoformas muscular esquelética e cardiaca), ureia,
lactato desidrogenase, hormoénios tiroidianos, soédio, calcio, magnésio e

potassio, proteina C-reativa e homocisteina.

5.4. Suplementacéo oral com creatina e maltodextrina

Os voluntarios do grupo suplementado com creatina receberam 5 g
diarias de creatina monohidratada micronizada com 99% de pureza (Biomed,
Rio de Janeiro, Brasil — Anexo 1|V), durante trés semanas, em protocolo
utilizado para elevar os niveis de creatina intramuscular [62, 118]. J& os
voluntarios do grupo suplementado com placebo, receberam 5 g por dia de
maltodextrina (Bioderm, Farmacia de Manipulacéo, Rio de janeiro, Brasil) pelo
mesmo periodo de tempo [119]. Os procedimentos de monitoramento e
controle da suplementacdo foram feitos através de ligacBes semanais que
ocorriam duas vezes na semana, sendo feito o registro do cumprimento da

suplementacdo em cada semana.

5.5. Avaliacdo da reatividade microvascular cutanea através de
fluxometria com imagens contrastadas de laser speckle

Os testes microcirculatérios foram executados apés um repouso de 20

minutos em posicdo de decubito dorsal, em ambiente com temperatura
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controlada (23+1°C). A reatividade microvascular foi avaliada através de
sistema de imagens contrastadas por LSCI com comprimento de onda de 785
nm (PeriCam PSI system, Perimed, Jarfalla, Suécia) em combinacdo com
iontoforese de acetilcolina (ACh) para uma medicdo continua e nao invasiva
nas alteracoes da perfusdo microvascular cutanea. Os valores foram expressos

em unidades arbitrarias de perfusdo (UAP) [28, 115].

LSCI é uma tecnologia desenvolvida recentemente, baseada na analise
do contraste de granulacédo de raios laser de baixa intensidade (laser speckle
contrast analysis, LASCA), que fornece um indice de fluxo sanguineo
microvascular [120]. A teoria do LASCA é fundamentada no seguinte principio:
guando um objeto é iluminado por um feixe de luz coerente, tal como o feixe de
luz laser, a luz sofrera uma dispersdo em uma colecdo de particulas
distribuidas de maneira aleatdria, produzindo entdo um padréo de interferéncia
aleatéria conhecido como padrdo de dispersdo ou granulacdo (speckle em
inglés), que consiste em um conjunto de areas claras e escuras [121]. Se o
objeto iluminado estiver imovel, o padréo de dispersédo sera estéatico, ou seja,
sem contrastes. Por outro lado, quando existir movimento no objeto, tal como o
movimento das hemacias no tecido, o padrdo de dispersédo vai se modificar ao
longo do tempo. O nivel da granulacdo das imagens vai variar em proporcéo a
intensidade do movimento; quanto mais rapido for o movimento maior sera o
grau de granulacdo. Finalmente, o nivel de granulacdo vai ser quantificado
através da aquisicdo de imagens, utilizando as medidas de variacbes de
intensidade espaciais no padrdo de granulacdo, criando entdo mapas das

variacdes relativas de fluxo sanguineo [121, 122].

Quanto a iontoforese, trata-se de uma técnica que pode ser usada para
o0 transporte de drogas ionizadas através da pele integra. A técnica é baseada
no principio de que um potencial elétrico vai fazer com que ions em solugéo

migrem através da pele de acordo com suas cargas elétricas [120].

A taxa de aquisicdo de imagens foi de 8 imagens por segundo e a
distancia entre a cabeca do laser e a superficie da pele, fixada em 20cm
conforme recomendado no manual do fabricante sendo todas as imagens

analisadas através de software fornecido pelo fabricante (PIMSoft, Perimed,
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Jarfalla, Suécia). Os pontos da pele para o registro do fluxo microvascular
foram escolhidos aleatoriamente na superficie ventral do antebraco, evitando
pelos, lesbes e areas de hiperpigmentacdo cutanea e veias visiveis para
adequada fixacdo de eletrodo-adesivo de administracdo de ACh (LI 611,

Perimed, Jarfalla, Suécia) em area de aproximadamente 80 mm?2.

Outra area de dimensdo semelhante adjacente ao eletrodo foi
selecionada para avaliacdo da hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO). Uma
almofada de vacuo (AB Germa, Kristianstad, Suécia) foi usada para reduzir o
registro de interferéncias gerado por eventuais movimentos do braco. A
iontoforese de ACh 2% p/v (Sigma Chemical CO,MO, EUA) foi executada
usando o sistema de microfarmacologia (PF 751 Perilont USB Power Supply,
Perimed, Suécia) com corrente anddica crescente de 30, 60, 90, 120, 150 e
180 uA em periodos de 10 segundos separados por um intervalo de 1 minuto
(as cargas totais foram de 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 e 1.8 mC, respectivamente)
(figura 5).

O eletrodo de dispersao foi posicionado a aproximadamente 15 cm da
camara de iontoforese. Durante o teste HRPO, a ocluséo arterial foi feita com
pressao suprasistolica (50 mmHg acima da pressado arterial sistélica) usando
um esfigmomandmetro por 3 minutos. Seguindo a retirada da presséo, o fluxo
maximo foi medido. Medidas do fluxo sanguineo cutaneo foram divididas pela
pressdo arterial média para calcular a condutancia vascular cutanea (CVC) em
UAP/mmHg. A amplitude das respostas HRPO foi expressa pelo pico de CVC

menos o CVC basal.
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Figura 4. Registro do fluxo sanguineo pela técnica de laser speckle contrast imaging durante a
aplicacdo de 2% de Ach por iontoforese usando aumentos na corrente de 30, 60, 90, 120, 150
e 180 pA durante 10 segundos de intervalo entre uma dose e outra. Abaixo o grafico

representa a hiperemia reativa pds-oclusiva (Cordovil, et al. 2012).

5.6. Capilaroscopia por microscopia intra-vital

A densidade capilar cutdnea média, ou seja, 0 numero de capilares por
mm? de pele dos pacientes foi avaliada através de microscopia intravital de alta
resolugdo em cores (Moritex, Cambridge, UK), utilizando um sistema de video-
microscopia com objetiva de imerséo equipada de sistema de epi-iluminacéo,
na pele do dorso da segunda falange do dedo médio da méo ndo dominante,

tal como foi descrito detalhadamente por Antonios e colaboradores [123].

A aquisicdo assim como o registro em disco e posterior analise das
imagens foi realizada através de sistema integrado semi-automatico
(Microvision Instruments, Evry, France). A contagem do numero total de
capilares por campo microscépico (1 mm?) foi realizada através de programa
de analise de imagens semi-automatico calibrado previamente (Saisam,

Microvision Instruments, Evry, France). A densidade capilar média de cada
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paciente foi obtida pelo célculo da média aritmética do numero de capilares
contados em trés campos microscopicos contiguos. A diferenciacdo entre as
alteracdes funcionais e estruturais envolvidas na reducao da densidade capilar
dos pacientes foi realizada através da utilizacdo das técnicas descritas
previamente [36, 123-125]

5.7. Andlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como médiatdesvio padrdo. Para
valores que ndo seguirem uma distribuicdo Gaussiana, as medianas (25° - 75°
percentis) foram apresentadas (teste de normalidade Shapiro-Wilk). O teste de
andlise para comparar 0s grupos antes e ap0s a suplementagdo com creatina
ou placebo foi o teste t de Student ndo pareado bicaudal para dados
paramétricos ou o teste Mann-Whitney para dados ndo paramétricos.

Para avaliar se haveria alguma relacéo entre os niveis plasmaticos de B-
12 e homocisteina; tempo de dieta e B12 e tempo de dieta e homocisteina, foi
usado o teste de correlacdo de Spearman para variaveis ndo paramétricas. A
hipétese nula foi rejeitada em p<0,05, sendo considerados estatisticamente

significantes.
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6. RESULTADOS

6.1. Reprodutibilidade da técnica de anélise da reatividade microvascular
cutanea por LSCI.

Com o intuito de testar a reprodutibilidade da técnica de fluxometria
através de LSCI, investigamos a resposta de vasodilatacdo mediada por
acetilcolina em estudo piloto com oito voluntarios com idade média de 33 + 9
anos. Conforme evidenciado na tabela 1, os resultados obtidos em duas
ocasifes separadas pelo intervalo de tempo de uma semana, demonstram que
a técnica é altamente reprodutivel.

TABELA 1 — Variabilidade temporal (apés uma semana) dos parametros microvasculares

obtidos em voluntarios sadios (n=8) através do uso de fluxometira laser com contraste de
imagem.

Parametros Hemodinamicos e Avaliagéo Avaliagéo Valores
microvasculares Basal 1 Basal 2 deP
Presséo Arterial Média 847 889 0,7215
(mmHg)

Aumento na CVC induzidos por 0,40+0,1 0,37+0,2 0,5753
iontoforese de ACh (UAP/mmHQg)

AUC da iontoforese de ACh 8.201 + 3.046 6.150 + 4.026 0,1836
(UAP/seq)

Valor maximo CVC durante HRPO 0,88 +0,2 0,85+0,1 0,5944
(UAP /mmHg)

Aumento na CVC durante HRPO 0,56 £ 0,14 0,52+0,11 0,2645
(UAP /mmHg)

Os resultados séo exibidos como média + desvio padrdo; Teste-t de Student Pareado.
ACh, acetilcolina; UAP, unidade arbitraria de perfusdo; AUC, area sob a curva; CVC,
condutancia vascular cutanea; HRPO, hiperemia reativa pos-oclusiva.

6.2. Andlises das caracteristicas dos participantes do estudo
Dos 61 voluntarios iniciais, apenas 49 completaram o estudo, mostrando

gue houve uma perda de seguimento de 20% (a figura 5 exibe o fluxograma do
estudo). Os quatro voluntarios do grupo placebo perdidos durante o periodo de
suplementacdo apresentavam caracteristicas como idade, peso, IMC e clinicas
gue estavam de acordo com a média do grupo, assim sendo, nao influenciando

nos resultados obtidos ao final do estudo.
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As caracteristicas dos participantes veganos como idade, duragcédo da
dieta, frequéncia semanal para a prética de atividade fisica, numero de
sedentarios e informacdes clinicas estdo demonstrados na tabela 2.

Os grupos PLA e Scr foram semelhantes em relacéo a idade (32 £ 9 x
34 £ 11; p =0,7990), tempo de implementacéo da dieta vegana, [6 (2-17) x 10
anos (3,5-17); p = 0,7102] e dias de realizagédo de atividade fisica (3,4 + 1,2 X
3,4 £ 1,4 dias; p = 0,9749). As atividades fisicas realizadas pelos grupos
consistiam em musculacdo, caminhada, corrida e pilates praticadas de forma
ndo sistematica 1, 2 ou nenhuma vez na semana. Cerca de 17% dos
voluntarios eram sedentarios no grupo placebo e 26% no grupo creatina. Os
valores clinicos também ndo apresentaram diferencas significativas para
triglicerideos (87,8 + 28,1 x 102,9 + 70,1; p =0,8377), LDL (82,8 + 18,3 x 90,4 +
34,2; p =0,7988), HDL (44,2 + 11,4 x 49 + 12,4; p = 0,0850), colesterol [146
(126-165) x 152 (135-176); p = 0,0941] e as vitaminas B12 [315 (204,8-628,5) x
288 (174,5-377); p = 0,1646] e acido folico (13,5 + 4,9 x 13,3 £5,7; p =0,9024).

Conforme demonstrado na Tabela 03, a adocdo do protocolo de trés
semanas de Scr foi capaz de aumentar o peso (66,1 = 10,3 x 67 £ 10,5; p =
0,0016) e o IMC (23,3 = 3,4 x 23,6 £ 3,6; p = 0,0035), n&do existindo entretanto,
diferenca nestes parametros no grupo PLA. Com relacdo aos parametros
hemodinamicos néo houve diferenca apds a Scr ou PLA nos valores da PAS,
PAD e PAM. Apesar da randomizagéo preliminar, houve diferenga entre os
grupos Scr e PLA nos valores de PAD antes (68 + 5vs 75 £ 9, p = 0,0207) e
apos (67 + 6 vs 74 + 10, p = 0,0082) a suplementacdo. Cumpre salientar que
esta diferenca se manteve mesmo apOs o periodo de suplementacéo,

sugerindo que, as intervencdes nao interferiram na diferenca inicial.
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TABELA 2 — Caracteristicas obtidas dos voluntarios veganos dos grupos placebo e creatina

Caracteristicas Veganos + Placebo (n=18) Veganos + Creatina (n=27)
Idade (anos) 32+9 34+11
Duracéo da dieta (em anos) 6 (2-17) 10 (3,5-17)
Homens, n (%) 9 (50) 12 (45)
Mulheres, n (%) 9 (50) 15 (55)
Frequéncia semanal de
atividade fisica (em dias) 34+1,2 3414
Sedentarios, n (%) 3(17) 7 (26)
Triglicerideos (mg/dl) 87,8+ 28,1 102,9+£ 70,1
Colesterol (mg/dI) 146 (126-165) 152 (135-176)
HDL (mg/dI) 442 +11,4 49+12,4
LDL (mg/dl) 82,8 +18,3 90,4 + 34,2
Acido folico (ng/ml) 13,5+4,9 13,3+5,7
Vitamina B12 (pg/ml) 315 (204,8-628,5) 288 (174,5-377)
Homocisteina (umol/l) 11,89 (8,23-15,35) 12,11 (8,57-17,12)

Os resultados sao exibidos como média + desvio padrdo, mediana (25° - 75° percentil), teste de
normalidade Shapiro-wilk; Teste-t de Student ndo Pareado ou teste de Wilcoxon. HDL:
lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade.

TABELA 3 — Mensurag8es antropométricas, pressao arterial e frequéncia cardiaca obtidas em
voluntarios veganos antes e apds a suplementacao de trés semanas.

Caracteristicas Veganos + Placebo (n=18) Veganos + Creatina (n=27)
Pré Suplementacgao 3 semanas Pré Suplementacao 3 semanas
Peso Corporal (Kg) 64,4 + 13,3 64,3+ 13,4 66,1+ 10,3 67 £ 10,5*
IMC (m#/Kg) 22,9+27 229+28 23,3+34 23,6 £ 3,5*
PAS (mmHg) 115 £ 12 118 + 14 118 + 14 120 + 15
PAD (mmHg) 68+ 5 676 75+ 99 74 + 10#
PAM (mmHg) 84+6 84+6 89+9 89+ 11
FC (bpm) 64+7 64 +9 67 £11 69+9

Os resultados séo exibidos como média + desvio padrdo, medianas (25° - 75° percentis), teste
de normalidade Shapiro-wilk; Teste-t de Student Pareado ou teste de Wilcoxon.

IMC, indice de massa corporal; PAS, pressao sistélica; PAD, pressao diastélica; PAM, pressao
média; FC, Frequéncia Cardiaca.

*p<0,05 x Pré Scr; 1 p<0,05 x Pré PLA; #p<0,05 x POs PLA;
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Figura 5. Fluxograma dos pacientes durante cada fase do estudo.
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6.3. Andlise das medidas laboratoriais e dos niveis de homocisteina
Na tabela 4 sdo apresentados os valores dos parametros bioquimicos

dos grupos PLA e Scr antes e apds o periodo de suplementacdo. Conforme
evidenciado, houve reducdo significativa dos niveis plasmaticos de
homocisteina (Hcy) no grupo Scr [12,11 (8,57-17,12) x 10,58 (8,15-13,22); p =
0,0199], o mesmo nédo ocorrendo no grupo PLA [10,58 (8,15-13,22) x 11,23
(8,46-13,32); p = 0,5169].

Apesar dos niveis de Hcy do grupo Scr serem considerados normais (5 a
15 umol/l), 42% dos veganos apresentaram hiperhomocisteinemia (HHcy: [Hcy]
>15,00 umol/l). Desse grupo, dois foram classificados com HHcy leve (16 a 30
umol/l) e dois com HHcy moderada (31 a 100 umol/l). Apés o periodo de SCr,

todos os veganos normalizaram seus niveis de Hcy.

A tabela 5 e 6 apresentam os dados estratificados de veganos
hiperhomocisteinémicos (HHcy) e normohomocisteinémicos (N-Hcy) que
participaram do estudo. Apesar de ndo exercer efeito significativio em veganos
normohomocisteinémicos, a Scr reduziu em 27% os niveis de homocisteina dos
veganos hiperhomocisteinémicos [18,44 (14,53-27,86) x 13,46 (9,94-17,83), p =
0,0020)]. O ponto de corte para as estratificacbes nos grupos placebo e

creatina foram os valores de referéncia clinica superiores a 13,00 umol/I.

Um teste de correlacdo de Spearman foi utilizado para avaliar se haveria
correlacdo entre B-12 x Hcy e tempo de veganismo x B-12 x Hcy (figura 6). O
teste mostra que existe correlacdo positiva entre os niveis de B12 e Hcy (r =
0,4834; p = 0,0008) e o tempo de veganismo e Hcy (r = 0,5164; p = 0,0069).
N&o houve nenhuma associacao entre o tempo de veganismo e os niveis de B-
12 (r=0,1934; p = 0,2319)

ApoOs trés semanas de Scr os niveis de creatinina aumentaram
significativamente (0,71 = 0,08 vs 0,91 + 0,19; p = 0,0001) ndo existindo
qualquer alteracdo no grupo PLA (0,75 £+ 0,15 vs 0,71 = 0,08; p = 0,3257). O
mesmo ocorreu com 0s niveis de acido folico apenas apés a SCr (13,3 + 5,7 x
15,8 £ 6,6; p < 0,05).

N&o houve diferenca nos outros parametros bioquimicos nos grupos

PLA e Scr antes e ap0s a suplementacéao.
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TABELA 4 — Mensuracdes laboratoriais obtidas em voluntarios veganos antes e apds a

suplementacgéo de trés semanas.

Caracteristicas
Laboratoriais

Veganos + Placebo (n=18)

Veganos + Creatina (n=27)

Pré Suplementacéo 3 semanas Pré Suplementacéo 3 semanas
Hemacias (milhdes/mcl) 44+04 44+04 46+0,3 45+0,3
Hemoglobina (g/dl) 13,3x14 13,3+1,2 135+1,3 13,1+11
VCM (fl) 92,27 + 3,63 92,21 +3,71 89,85 (86,48-92,75) 88,65 (86,53-92,02)
HCM (pg) 30,2+1,3 30,1+1,5 29,9+1,9 29,2+2
Hematocrito (%) 40,8+ 4 41 +3,6 41,2+ 3,6 40,5+ 3,2

Homocisteina (umoll/l)
PCR (mg/dI)

Hb glic (%)

Sadio

Potassio

Magnésio

Calcio

Glicose (mg/dI)
Uréia (mg/dI)
Creatinina (mg/dl)
Ac. Urico (mg/dl)
TGO (u/l)

TGP (u/l)

Creatino Kinase (u/l)
CK-MB (u/l)
Triglicerideos (mg/dI)
Colesterol (mg/dl)
HDL (mg/dl)

LDL (mg/dl)

T3 (ng/ml)

T4 (ng/dl)

Vitamina B12 (pg/ml)
LDH (u/l)

Vitamina D (ng/ml)
Acido félico (ng/ml)

11,89 (8,23-15,35)

0,07 (0,04-0,31)
4,9+0,2
138 +1,7
42+0,3
2 (1,9-2)
9,4+0,2

85 (79,5-88)
17,7+55
0,75 + 0,15
49+1,4
20+7
13+ 4
61 (48-76,2)
12,4 + 4,9
87,8+ 28,1
146 (126-165)
44,2 +11,4
82,8 + 18,3
1,28 (1,15-1,39)
0,889 + 0,143

315 (204,8-628,5)

169,2 + 27
26,7+9,1
135+4)9

11,23 (8,46-13,32)

0,05 (0,02-0,13)
5+0,2
138 +1,5
42+0,3
2 (1,9-2)
9,4+0,2
87 (82-91)
17,5+ 6,7
0,80 + 0,16
49+1,2
19+3
14 + 4
64,5 (53,2-98,7)
10,9+ 3,5
76,3+ 24,5
143,5 (132-168)
474 +12,4
88,1+ 30
1,18 (1,07-1,35)
0,894 + 0,141
291 (209-602)
162,8 + 24,7
26,9+ 8,8
15+ 4,8

12,11 (8,57-17,12)
0,15 (0,05-1,10)
49+04
138 +1,3
43+0,2
1,9+0,1
91+15
88 (83-89)
18,8 + 4,2
0,71+ 0,08
45+1,1
22+ 15
16+ 7
60 (47-104)
15,4 + 12,9
102,9 + 70,1
152 (135-176)
49 12,4
90,4 + 34,2
1,16 (1,05-1,36)
0,928 + 0,128
288 (174,5-377)
158,7 + 42,3
22.9+9,4

13,3+5,7

10,58 (8,15-13,22)*
0,20 (0,07-0,47)#
51+0,1
137 +1,7
42+0,3
2+0,1
9,3+0,2
87 (83-93)
19,7 +3,9
0,91 + 0,19*
42+1,1
19+5
15+6
58 (48-93)
10,7+3,5
90,2 + 54,2
152 (133-166)
50 + 12,6
85,2 + 29,7
1,18 (1,06-1,33)
0,933 + 0,120
252 (182-364,5)
151,2 + 25,1
239+8

15,8 + 6,6

Os resultados sdo exibidos como média + desvio padrdo, mediana (25% - 75%); Teste-t de
Student Pareado ou teste de Wilcoxon. VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemo.
corpuscular médio; PCR: proteina C-reativa; Hb glic: Hemoglobina glicada; TGO: Transaminase
glutdmico oxalacética; TGP: Transaminase glutamico pirdvica; CK-MB: creatino kinase-MB;
HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de baixa densidade; T3: triiodotironina;
T4: tiroxina; LDH: Lactato desidrogenase.

*p<0,05 x Pré Scr; 1 p<0,05 x Pré PLA; #p<0,05 x P4s PLA;
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TABELA 5 — Mensuracdo da homocisteina obtidas nos voluntarios veganos dos grupos PLA e

Scr que apresentaram niveis elevados antes e ap0s a suplementacéo de trés semanas.

Caracteristicas

Laboratoriais Veganos + Placebo (n=11) Veganos + Creatina (n=14)

Pré Suplementacao 3 semanas Pré Suplementacao 3 semanas
Homocisteina (umol/l) 13,19 (12,78-23,64) 13,12 (11,01-28,90) 18,44 (14,53-27,86) 13,46 (9,94-17,83)*
Vitamina B12 (pg/ml) 430,4 + 280,6 348,5 + 220,9 216,5 + 83,5# 229,8 £88,7

Os resultados sao exibidos como média + desvio padrdo, mediana (25% - 75%); Teste-t de
Student Pareado ou teste de Wilcoxon. *p<0,0020 x Pré Scr; #p<0,0203 x Pré PLA
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Figura 6. Correlacdo de todos os veganos (n=44) do estudo em relacdo aos parametros B12 x

Hcy (A), tempo de veganismo x Hcy (B) e tempo de veganismo x B12 (C).
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TABELA 6 — Mensuracdo da homocisteina obtidas nos voluntarios veganos dos grupos que
apresentaram niveis normais (N-Hcy) e elevados (HHcy) de homocisteina antes e apoés a
suplementacéo de trés semanas com creatina.

Caracteristicas

Laboratoriais Veganos NormoHcy (n=12) Veganos HHcy (n=15)
Pré Suplementacao 3 semanas Pré Suplementacdo 3 semanas
Homocisteina (pmol/l) 78+1,8 8,8+1,9 22,1+16,1 13,4 £ 5,3*
B12 (pg/ml) 392,3+1345 343,6 +137,9 226,1+87,1 240+ 925
Os resultados séo exibidos como média + desvio padréo; Teste-t de Student Pareado.*p<0,05 x
Pré Scr;
A B
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Figura 7. Estratificacdo dos veganos do grupo Scr que apresentaram N-Hcy (n=12) e HHcy
(n=15) ap6s 3 semanas de suplementacdo, exibindo o efeito da creatina na redugdo na
homocisteina em individuos que apresentam niveis alto. N-Hcy: Normohomocisteina; HHcy:
Hiperhomocisteinemia.

6.4. Avaliacdo da funcdo microvascular periférica

6.4.1. Andlise da perfuséo capilar por microscopia intra-vital

A perfusao capilar basal aumentou significativamente apds o periodo de
suplelemntacédo apenas do grupo Scr (136 + 8 x 147 = 13 capilares/mm?; p =
0,0001) (figura 8A). A figura 8B demonstra que o recrutamento capilar apos a
hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO) eleva-se significativamente apenas no
grupo Scr (141 + 9 vs 155 + 14 capilares/mm?; p = 0,0001). ApGs o periodo de
Scr, tanto a perfuséo capilar basal quanto aquela observada apés a hiperemia,

foram significativamente mais elevadas no grupo Scr em relacdo ao PLA.
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As figuras 9A e 9B exibem o recrutamento capilar induzido pela
hiperemia reativa pés-oclusiva, expresso em valores absolutos e percentuais,
nos grupos PLA e Scr mostrando que houve aumentos apenas comparando 0s

momentos pds suplementacéo entre 0s grupos.
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Figura 8. Densidade capilar basal (A) e densidade capilar apds hiperemia reativa pés-oclusiva
(HRPO) (B) nos grupos veganos PLA (n=18) e S-cr (n=27) antes (pré) e apoés (poés)
suplementagdo. Os valores sdo exibidos como média + desvio padrdo e foram analisados
usando o teste-t de Student pareado ou ndo pareado. PLA, placebo; Scr, suplementa¢do com
creatina.
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Figura 9. Recrutamento capilar induzido pela hiperemia reativa pés-oclusiva, expresso em
valores absolutos (A) e percentuais (B), nos grupos veganos PLA (n=18) e S-cr (n=27) antes
(pré) e apods (pds) suplementacédo. Os valores sao exibidos como média + desvio padréo e
foram analisados usando o teste-t de Student pareado ou ndo pareado. PLA, placebo; Scr,
suplementagdo com creatina.
6.4.2. Efeitos da ACh por iontoforese antes e depois da suplementacao
N&o existem diferencas em relacdo aos valores basais da condutancia
vascular cutanea mediada por ACh (CVC) nos grupos Scr (21,75 = 5,01 vs
21,83 + 4,55 UAPs/mmHg; p = 0,4715) e PLA (24,60 £ 3,85 vs 26,95 + 8,08
UAP/mmHg; p = 0,0705) antes e ap0s as 3 semanas de suplementacao

respectivamente.

A administracdo de ACh cutanea por iontoforese nos voluntarios Scr
(figura 10) também n&o promoveu diferencas no pico maximo do CVC (0,647 +
0,178 x 0,640 + 0,203 UAPs/mmHg; p = 0,9415), na variacdo do CVC (0,382 +
0,170 x 0,383 + 0,196 UAPs/mmHg; p = 0,9922) e na area sob a curva (7.037 £
3.758 x 6.732 £ 4.309 UAPs/mmHg; p = 0,7115). A figura 11 apresenta a curva
de vasodilatagdo microvascular induzida por ACh antes (fig.11A) e apés

(fig.11B) a suplementacao nos grupos PLA e Scr.

6.4.3. Resposta microvascular a hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO)
N&o houve diferenca na CVC maxima do HRPO ap0s o periodo de Scr

(0,888 + 0,202 vs 0,837 + 0,279 UAPs/mmHg; p = 0,2383) (Figura 12A). A
figura 12B apresenta as variacbes de CVC HRPO (pico CVC menos o valor

basal CVC) ap6s o periodo de suplementacdo mostrando que nao houve
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diferenca no grupo Scr (0,520 + 0,174 vs 0,482 + 0,220 UAPs/mmHg; p =
0,2623). Porém, quando comparado com o grupo PLA os valores da CVC delta
HRPO pés (0,644 + 0,175 vs 0,482 + 0,220 UAPs/mmHg; p = 0,0282)

apresentaram diferenca significativa.
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Figura 10. Efeitos da acetilcolina (ACh) administrada por iontoforese sobre a condutancia
vascular cutédnea [CVC, expressos em unidades arbitrarias de perfusdo (UAP) divididas pela
pressao arterial média, mmHg] nos grupos veganos PLA (n=18) e veganos Scr (n=27) antes
(pré) e apos (pos) suplementagdo: (A) valores maximos da CVC, (B) aumentos na CVC (pico
CVC menos o valor basal CVC) (B) e a area sob a curva (AUC) da dilatagdo microvascular
induzida pela ACh (C). Os valores sdo expressos como média = desvio padrdao e foram
analisados usando teste-t de Student pareado ou néo pareado. PLA, placebo; Scr,

suplementagéo com creatina.
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Figura 11. Efeitos da administracdo de doses crescentes de acetilcolina (ACh) por iontoforese
sobre a condutancia vascular cutanea (CVC) nos grupos veganos PLA (n=18) e veganos Scr
(n=27) antes (pré, A) e apés (pos, B) suplementagéo. Os valores sdo expressos como média +
desvio padrao e foram analisados usando teste-t de Student pareado ou ndo pareado.

PLA, placebo; Scr, suplementacdo com creatina.
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Figura 12. Efeitos da hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO) no fluxo sanguineo microvascular:
condutancia vascular cutanea (CVC) maxima (A) e delta da CVC (pico CVC menos o valor
basal CVC) (B) antes (pré) e apds (p6s) suplementacéo. Os valores sdo expressos como média
* desvio padréo e foram analisados usando teste-t de Student pareado ou ndo pareado.

PLA, placebo; Scr, suplementacdo com creatina.
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7. DISCUSSAO
Os resultados deste estudo revelam que a Scr por trés semanas em

vegetarianos estritos, reduz os niveis plasméticos de Hcy e aumenta
significativamente a perfusdo de capilares nos estados basal e apés hiperemia
reativa pés-oclusiva.

Apesar da Scr ndo ter modificado significativamente a resposta de
vasodilatacdo dependente de endotélio na microcirculacdo cutédnea avaliada
através de fluxometria Laser Speckle, ela aumentou significativamente o
namero de capilares perfundidos em repouso e ap6s HRPO nas técnicas de
microscopia. Tais resultados sédo dificeis de conciliar uma vez que tanto a
dilatacdo nas arteriolas como nos esfincteres pré-capilares parecem ser
mediados pela liberagdo de substancias vasoativas derivadas do endotélio e
em especial através da participacao do 6xido nitrico [126].

Apesar de especulativo, € possivel que o consideravel aumento de
creatina no interior da célula endotelial ap6s o periodo de suplementacao,
influencie positiva e exclusivamente na abertura dos esfincteres pré-capilares
[127]. Neste sentido, j& foi sugerido que a Scr, ao elevar os niveis intracelulares
de creatina, contribui para ativagdo da AMPK e da enzima 5’nuclecotidase
responsavel pela desaminacdo do AMP em adenosina e fosfato em processo
mediado pela PKC [87, 128]. Assim, as células endoteliais se mostram capazes
de aumentar a concentracdo de creatina pela Scr e influenciar na sintese de
ATP e abertura de canais de potassio responsaveis por processos de
vasodilatacao de forma independente de éxido nitrico [129].

Ainda ndo esta claro como a Scr poderia influénciar no aumento dos
capilares e na melhora da resposta vascular ao aumento do fluxo sanguineo,
porém o efeito da Scr no aumento dos capilares basais e na hiperemia poderia
ser pelo fato do endotélio ser um 6rgdo que também possui a capacidade de
armazenar creatina e assim, possivelmente, com a Scr 0 aumento na
concentracdo da creatina no endotélio poderia ajudar na abertura dos canais
Kca e na acdo do fator hiperpolarizante dependente de endotélio (EDHF) [71].

Devido a este aumento na concentragao de creatina pela suplementacao
nas ceélulas endoteliais e uma possivel utilizacdo através dos transportadores
de creatina, poderia ocorrer um aumento na atividade da CK no endotélio, visto

qgue sua atividade é reduzida neste Orgdo, poderia aumentar a taxa de
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formagdo de ATP pela ressintese de ADP elevando o turnover energético
endotelial [129].

Porém, um outro fendbmeno explicaria porque a Scr ndo promoveu
qualquer alteracdo na vasodilatacdo mediada por ACh ou HRPO que
sabidamente envolve a liberacdo de 6xido nitrico, mas promoveu aumentos
significativos na perfusao de capilares. Interessantemente, a enzima S-adenosil
homocisteina hidrolase (SAHH), transforma S-adenosilhomocisteina (SAH) em
homocisteina e adenosina sendo predominantemente regulada por seus
produtos [130]. Dificuldades no transporte de homocisteina para fora da célula
endotelial que ocorrem durante a hiperhomocisteinemia, contribuem para o
acumulo de SAH ao mesmo tempo em que inibem a SAHH [131]. Existem
evidéncias de que o acumulo de SAH intracelular ou a reducdo da razéo
SAM/SAH, (SAM, S-adenosilmetionina) apresenta impacto negativo sobre a
funcdo endotelial podendo estar associada a aumento do estresse oxidativo e
inflamacéo de forma independente do aumento dos niveis de homocisteina
plasmatico [131, 132].

Encontra-se bem evidenciado que a Scr é capaz reduzir a demanda de
metilacdo sobre a SAM, aumentar a razdao SAM/SAH intracelular e colaborar
para melhoria da funcdo celular [133]. Cumpre salientar que na célula
endotelial, as vias cistationina beta-sintetase e da betaina-homocisteina
metiltransferase encontram-se muito reduzidas e, portanto, o processo de
remetilagdo é dependente da metionina sintetase cuja atividade depende de
vitamina B-12 [16]. Conforme evidenciamos, veganos com niveis de B-12
reduzidos tendem a apresentar niveis de homocisteina elevados. Como a
sintese de Hcy se d& paralelamente a de adenosina, € razoavel especularmos
que a Scr apresente efeitos reduzindo a sintese de homocisteina ao mesmo
tempo em que facilita o transporte desta molécula para fora da célula
recuperando a atividade da SAHH e a producéo de adenosina cujo efeito seria
promover relaxamento dos esfincteres pré-capilares e aumentar a perfusdo de
capilares [134].

Porém, Derave e colaboradores [135] associam uma possivel melhora
na funcdo vascular apos a Scr pelo menor uso da arginina endogéna, visto que
a Scr diminuiu a necessidade deste aminoacido para a sintese da creatina, a

arginina poderia ser desviada para outras vias como a sintese de NO, tendo
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em vista que o precursor da sintese deste gas é a L-arginina. Assim, poderia
ser facilmente dispersada pelo sarcoplasma e estando pronta e acessivel para
O uso, a arginina poderia estar sendo utillizada na sintese do NO,
consequentemente na melhora da funcdo vascular e no aumento da
capilarizacéo cutanea.

Conforme descrito nos resultados do estudo, a reducdo da
homocisteinemia ocorrida ap0s a Scr parece estar associada aos hiveis
plasmaticos individuais de Hcy uma vez que individuos hiperhomocisteinémicos
apresentaram as maiores reducfes de Hcy apds a suplementacdo. Fendmeno
semelhante ja foi descrito em outros estudos [136, 137] sugerindo que a
suplementacao de curto prazo com creatina ndo seja capaz de alterar os niveis
de homocisteina de individuos normohomocisteinémicos [87] e, em alguns
casos contribuir até para sua elevagéo [17].

O efeito da Scr na reducdo da hiperhomocisteinemia de veganos
provavelmente envolve a supressdo da sintese enddgena de creatina, condi¢cao
que eleva a disponibilidade de SAM como doador de grupamento metil
facilitando os processos de remetilacdo da Hcy em metionina [68].

Corroborando com o proposto por Waldmann e colaboradores [138] que
observaram uma correlacdo inversa entre os niveis séricos de Hcy e de
vitamina B12, identificamos forte correlacdo positiva entre tempo de
vegetarianismo e niveis séricos de Hcy e inversa entre niveis séricos de B-12 e
Hcy. Sugere-se desta forma, que quanto maior o tempo de dieta, maiores as
concentracfes plasmatica de Hcy e menores 0s niveis de B-12.

Verificamos também, o aumento dos niveis de acido fdlico apdés o
periodo de Scr. Embora o acido folico seja abundante na dieta vegana, tal
condicao pode estar associada ao aumento da remetilacdo da Hcy em face a
maior disponibilidade de SAM proporcionada pelo efeito inibidor da Scr sobre a
sintese endogena de creatina. Este fendmeno seria capaz de poupar a
utilizacéo de acido folico nos processos de remetilacao [139].

Conforme esperado, a Scr contribuiu para aumentos significativos do
peso e do IMC dos voluntarios. Tais achados s&o coerentes com os da
literatura [110] [140] e provavelmente relacionados ao efeito osmaético
intracelular da creatina. Apés trés semanas de ingestao de creatina, o protocolo

exibiu resultados que confirmam a eficiéncia da creatina no aumento destes
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parametros. Este resultado se deve a um aumento da agua que ocorre no inicio
pela retengéo hidrica e de fluidos causado pelo efeito osmético que a creatina
provoca na célula e posteriormente por um possivel aumento ha massa magra
[110].

Outro trabalho realizado por Roschel, et al [140] observaram um
aumento de peso apdés um periodo de uma semana de suplementacdo
utilizando uma dosagem igual superior ao presente estudo. Este aumento de
peso apos a Scr foi atribuido, além do acumulo de agua nas células, por um
possivel aumento no contetdo de creatina no musculo, associando que possa
ter ocorrido um aumento na concentragdo de creatina intramuscular [87, 141].

Este aumento pode estar envolvido na sintese protéica e acumulo das
moléculas de creatina e fosfo-creatina no musculo-esquelético [87, 141]. Este
acumulo poderia elevar a expressao de fatores miogénicos regulatérios como a
miogenina que é responsavel pela proliferacdo e diferenciacdo de células
satélites ou atuar no crecimento muscular salientando o estado anabdlico da
célula via IGF-1[142-144].

Entretanto, como 0 mecanismo de acao ainda ndo é claro, apesar de ser
sugerido que esta retencdo de agua nas fibras musculares causada pelo
potencial osmotico da alta concentracdo de creatina possa ser um estimulo de
sinalizacdo anabdlica, € bem provavel que este aumento de peso seja pela
retencdo hidrica causada pelo aumento na concentragcdo de creatina no
musculo, visto que ndo houve qualquer intervencdo com exercicios de
resisténcia [64, 145].

A Scr elevou os niveis plasmaticos de creatinina, de forma coerente com
a literatura ja que apés sobrecarga oral com creatina, aumentos da creatinina
sdo esperados pelo fato da ultima ser produto do metabolismo da primeira
[110]. Esse fenbmeno parece ser corriqueiro durante os processos de
suplementacdo com creatina e nada tem a ver com eventuais prejuizos da
funcdo renal que parece permanecer inalterada frente a longos periodos de
suplementacao [111, 146, 147].

Neste estudo, observamos também que o0s vegetarianos estritos que
participaram apresentaram hipovitaminose D (os valores de referéncias clinicos
sao 30-100 ng/ml), mesmo com todo o controle e cuidados alimentares que o0s

participantes apresentam. Encontra-se bem evidenciado que os baixos niveis
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plasmaticos de vitamina D representam um problema de dimensdes globais
especialmente em populagdes que restringem deliberadamente o consumo de
alimentos de origem animal. Mesmo entre onivoros, estima-se que cerca de
60% da populacdo mundial ndo apresentem niveis satisfatorios de vitamina D.
Concentracfes séricas inferiores a 12ng/mL encontram-se fortemente
associadas com a mortalidade por doencas cardiovasculares, respiratorias e
cancer [148].

Um dos problemas da hipovitaminose D esta associado com a presenca
de doenca cardiovascular, hipertensdo e sindrome metabdlica e encontram-se
associados com maior risco de infarto do miocardio [149]. De fato, a
associacdo independente entre o0s niveis de vitamina D e mortalidade
cardiovascular, se estende também para todas as causas de morte [150].

Niveis séricos reduzidos de vitamina D tém sido associados a
inflamacé@o vascular, maior deposicdo de célcio nas artérias coronarianas,
rigidez arterial e prejuizos na funcdo endotelial [151]. De fato, a vitamina D tem
sido diretamente envolvida na vasodilatacdo dependente de endotélio,
atividade anti-coagulante e inibicdo da resposta inflamatéria. Indiretamente
pode favorecer a reducdo da pressdo arterial, hipertrofia do miocardio e
arritmias ventriculares [152].

Embora existam evidéncias de que a pigmentacdo da pele e a
quantidade de exposicao solar ttm maiores influéncia nos niveis de vitamina D
do que a dieta [153], a maior parte dos estudos sugere que veganos
representam grupo de risco para deficiéncia de vitamina D em grande parte
pelo elevado consumo de fitatos e reduzida ingestdo de gorduras e alimentos

gue contenham esta vitamina [154-156].
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8. LIMITACOES DO ESTUDO

Uma das limitagces deste trabalho foi o nUmero pequeno de voluntarios
que participaram da pesquisa e as perdas de seguimentos nos grupos que
participaram do estudo. Outra limitagdo foi a impossibilidade técnica de
analisarmos aumentos na concentracdo intramuscular de creatina e

fosfocreatina.

A auséncia de um controle da dieta dos voluntarios bem como
acompanhamento das alteracbes na composicdo corporal também dificultaram

algumas analises obtidas ao final do estudo.
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9. CONCLUSAO
O presente estudo demonstrou que a Scr reduz os niveis de Hcy em

veganos, sendo mais eficaz na presenca de HHcy. Além disso, mostrou que as
variacdes dos niveis individuais de Hcy sdo dependentes do tempo de
vegetarianismo e inversamente relacionados com o0s niveis plasmaticos de
vitamina B12.

Demonstramos também, que a Scr apesar de nao alterar a reatividade
microvascular avaliada pela técnica de fluxometria pelo Laser Speckle, € capaz
de aumentar significativamente a perfusdo de capilares em repouso e apos a
hiperemia reativa, em mecanismo provavelmente independente de 6xido nitrico
e associado ao efeito vasodilatador local da adenosina nos esfincteres pré-
capilares.

Apesar de mais estudos se fazerem necessarios para esclarecer 0s
mecanismos pelo qual a Scr altera a perfusdo de capilares, este fendbmeno
melhora a oferta de nutrientes teciduais e, ao reduzir os niveis de homocisteina
podem contribui para melhoria do estado redox e da fungcao celular.

Também é necessério esclarecer mais detalhadamente, o impacto da
caréncia de micronutrientes na saude vascular de vegetarianos estritos que
como sabemos, por esta condicdo apresentam risco elevado de disfuncéo
endotelial a0 mesmo tempo em que gozam de melhor salde vascular em
relacdo a individuos onivoros. Neste sentido, a Scr pode representar um
importante recurso para, através da reducdo dos niveis de homocisteina,
atenuar o estresse oxidativo e inflamatério eventualmente vigentes e, mediante

a maior perfuséo de capilares, aumentar a oferta de nutrientes teciduais.
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ANEXO | — Parecer do CEP

Plataforma Brasil - Ministério da Salde

Instituto Nacional de Cardiologia — INC

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: EFEITO DA SUPLEMENTAQAO COM CREATINA SOBRE A
HOMOCISTEINEMIA E FUNCAO ENDOTELIAL MICROVASCULAR
SISTEMICA DE INDIVIDUOS DIABETICOS

Area Tematica:
Pesquisador: Eduardo Vera Tibirica

Institui¢c&o: Instituto Nacional de Cardiologia -INC

Verséo: 3 CAAE: 02471512.4.0000.5272

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

NUumero do Parecer: 53301
Data da Relatoria: 03/07/2012
Apresentacao do Projeto:

A suplementacao de creatina promovendo alteracées morfolégicas e funcionais
no musculo esquelético vem estimulando seu uso cotidiano entre atletas para
que melhorem seu rendimento fisico-esportivo. Estudos recentes vém
demonstrando o potencial terapéutico deste procedimento dietético em
diferentes condicdes fisiopatologicas como diabetes, miopatias, cardiopatias,
doenca obstrutiva pulmonar e doencas neurodegenerativas. Os possiveis
beneficios clinicos da suplementacdo com creatina incluem o aumento da
captacdo de glicose pela fibra muscular, ativacdo dos processos de sintese e
supressédo das vias de degradacao proteica, além de acdo anti-oxidante e anti-

apoptotica, que preserva a funcao de diferentes tecidos do organismo humanao.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar as alteracbes na funcdo endotelial microvascular sistémica

provocadas pela suplementacdo com creatina em individuos diabéticos em



74

comparacdo com individuos saudaveis através da utilizacdo de fluxometria

microcirculatéria com luz laser.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

No projeto os autores relatam que a suplementacdo didria durante uma
semana com a forma mono-hidratada da creatina nas doses propostas no
presente estudo tem se mostrado segura e isenta de efeitos colaterais e refere
gue os unicos riscos do estudo estédo relacionados a coleta de sangue e a
pequeno eritema no local da fluxometria a laser, inerentes ao procedimento
(eventual formacgéo de colecdo de sangue, manchas roxas e dor no local da
puncdo). Em relacdo ao procedimento de fluxometria laser da microcirculacao
cutanea, pode haver vermelhiddo no local de posicionamento dos eletrodos e
formigamento passageiro.

Entretanto medidas preventivas durante a realizacdo dos exames serao

tomadas para minimizar qualquer risco ou incémodo.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

7z

O presente estudo € pertinente e pretende contribuir para a melhor
compreensdo da acdo da creatina na funcdo endotelial. Entretanto, na
proposicao inicial, a descricdo nao fazia mencao, tanto na introducao do estudo
quanto na referéncia a possiveis riscos de lesao renal, especialmente tratando-
se de sujeitos de pesquisa com Diabetes Mellitus, doenca que compromete, em
seu desenvolvimento, a funcdo renal, ainda que estudos recentes nao
demonstrem dano em pacientes diabéticos que ndo tenham comprometimento
renal. O pesquisador, em sua Ultima versdo apresentada, fez as ressalvas

necessarias e explicitas, como convém.

Consideragfes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

Na primeira versdo do TCLE n&o se observava, de modo explicito, que
pacientes diabéticos com qualquer comprometimento renal ndo poderiam

participar do estudo. O que foi corrigido na ultima versao apresentada.

Recomendacdes:
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Que os resultados sejam encaminhados ao CEP a cada trimestre para
apreciacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias foram atendidas.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Considerac0fes Finais a critério do CEP:
Pendéncias atendidas

Projeto APROVADO

RIO DE JANEIRO, 10 de Julho de 2012

Monica Moura de Vasconcellos
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ANEXO Il = Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacao
Titulo do Projeto: EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM CREATINA SOBRE A HOMOCISTEINEMIA E

FUNGCAO ENDOTELIAL MICROVASCULAR SISTEMICA DE INDIVIDUOS VEGETARIANOS ESTRITOS.

Pesquisadores Responsaveis: Diogo Van Bavel, Roger de Moraes e Eduardo Tibirica

Instituicdo a que pertencem os Pesquisadores Responsaveis: Instituto Nacional de Cardiologia
Telefones para contato: (21) 2285-3344 - (21) 9606-6098 (Roger de Moraes) — (21) 98612-9412
(Diogo Van Bavel) - (21) 9914-6075 (Eduardo Tibiricd)

Nome do voluntdrio:

Idade: ano de nascimento: [/ /

R.G.
O Senhor (a) estd sendo convidado a participar do projeto de pesquisa “EFEITO DA

SUPLEMENTACAO COM CREATINA SOBRE A HOMOCISTEINEMIA E FUNCAO ENDOTELIAL
MICROVASCULAR SISTEMICA DE INDIVIDUOS VEGETARIANOS ESTRITOS” de responsabilidade
dos pesquisadores Diogo Van Bavel, Roger de Moraes e Eduardo Tibirica.

- Objetivo do Estudo:

O Objetivo do estudo é investigar o efeito da suplementacdo alimentar de trés semanas com
creatina sobre a sua circulagdo sanguinea. A creatina é um composto derivado de substancias
proteicas, que interfere no metabolismo da homocisteina, aminoacido que tende a ficar
elevado no sangue de individuos vegetarianos. A creatina pode reduzir o acumulo de
homocisteina e prover beneficios vasculares importantes que ajudariam a prevenir doengas
cardiovasculares.

Para a realizagdo desse estudo os seguintes procedimentos e exames serdo realizados:

- Exame fisico que incluird a medicdo de peso, altura para o cédlculo do indice de massa
corporal.

- Medi¢do da Pressdo arterial

- Coleta de amostra de sangue onde serdao examinados os niveis de: glicose, ureia, creatinina,
colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, homocisteina, fibrinogénio, proteina C reativa e
creatinofosfoquinase. Na coleta de sangue, que serd realizada no laboratério do Instituto
Nacional de Cardiologia, sera necessario realizar uma pungdo com uma agulhada (material
cortante) e vocé podera sentir uma fisgada.

- Exame do fluxo microvascular na pele através de fluxometria laser Doppler, com aplicagdo
tépica de vasodilatador (acetilcolina) sem administracdo sistémica de medicamentos.
Nenhuma substancia sera injetada e vocé ndo sentira nenhuma dor ou desconforto, o exame
exige somente que fique deitado durante 30 minutos sem se movimentar muito para que a
medida do funcionamento dos vasos seja feita.

. Exame da perfusdo/ densidade capilar da pele do dorso da falange através de microscopia
intravital, com aplicagdo de substancia oleosa, inerte, prépria para facilitar a visualizagdo dos
capilares.
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. Vocé tomarda 5g uma vez ao dia durante trés semanas e voltard ao hospital para reavaliarmos.
As informacbes obtidas sobre vocé e os matérias bioldgicos recolhidos para os fins deste
estudo soé serdo utilizados para os objetivos do estudo.

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntdria. Vocé tem o direito de deixar este
estudo em qualquer momento. A recusa em participar ou a interrup¢dao do estudo nado
resultardo em nenhuma penalidade ou perda de beneficios a que vocé possui.

Eu, , RG n¢?
declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntdrio, do projeto de pesquisa

acima descrito.
Rio de janeiro, de de

Nome e assinatura do Investigador principal

Nome e assinatura do participante
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ANEXO Ill - ANAMNESE

INFORMACOES SOBRE OS VOLUNTARIOS
PROJETO: “EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM CREATINA SOBRE A
HOMOCISTEINA E A FUNGCAO ENDOTELIAL MICROVASCULAR SISTEMICA DE
INDIVIDUOS VEGETARIANOS ESTRITOS”

1) DADOS PESSOAIS

Nome:

Data de nascimento: Sexo: M () F()
Telefone: Celular:

Profisséo:

Endereco:

CEP:

Email:

2) INFORMACOES SOBRE A SAUDE GERAL
A) Antecedentes Familiares de:

Diabetes: 1 () () Nao()

Hipertensdo: sim () N&ao ()
B) Faz uso de algum medicamento?
C) Faz uso de algum suplemento?
D) Possui alguma doenca?

E) Ja realizou alguma cirurgia?

Antecedentes Pessoais:

Tabagista: Nunca ( ) Ex-fumante ha anos Fumante ( )



Etilista: Nao ( ) Sim( ) Se sim: Social ( ) Diario ( )
Exercicios Fisicos: Sim( ) Nao( ) Regular ( ) Esporadico ( )

Tipo de Atividade:

Qual regularidade:

Duracéo:

3) INFORMAGCOES ACERCA DA DIETA

A) Ha quanto tempo ndo consome carne?

B) Consome leite ou derivados?

C) Qual tipo de vegetariano vocé é?

D) Descreva de um modo geral em que consiste sua dieta.
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ANEXO |V - Certificado de Pureza do Suplemento Creatina

——
CERTIFICADO DE ANALISES DO CONTROLE DE QUALIDADE
FAGRON = e E Pagina 10/27
( Autorizacao de Funcionamento M.S:1.01284-7 Impresséo 25/05/16 14:39
Aut.Especial de Funcionamento M.S:1.10238-0 NF. 135.294 de 25/05/2016
Insumo: CREATINA MONOHIDRATADA M 200
Lote : 16A27-B004-001561 Origem : China Fabric : 15/10/2015
Lote Fab: 20151015 Procedencia : HONG HONG Validade : 14/10/2017
Formula : C4 H9 N3 O2,H20 PM : 149,15 Frac : 1561 11/02/2016
CAS : 6020-87-7
Ensaio Especificaga Resultado Referencia
* DESCRICAO PO CRISTALINO BRANCO A QUASE BRANCO CONFORME FABRICANTE
* PERDA POR MAXIMO: 12,0 (PESO CONSTANTE/ 105°C) 10,82% FABRICANTE
DESSECACAO
* CLARIDADE E COR A SOLUGAO E CLARA E INCOLOR CONFORME FABRICANTE
DA SOLUCAO 2
* RESIDUO POR MAXIMO: 0,1% 0,08% FABRICANTE
IGNICAQ
* SULFATO MAXIMO: 0,03 ppm < 0,003 ppm FABRICANTE
* CREATININA MAXIMO: 100 ppm 12,712 ppm FABRICANTE
* DICIANAMIDA MAXIMO: 20 ppm 17,128 ppm FABRICANTE
* METAIS PESADOS MAXIMO: 10 ppm <10 ppm FABRICANTE
* ARSENIO MAXIMO: 1 ppm NAO DETECTADO FABRICANTE
* CHUMBO MAXIMO: 3 ppm 0,430 ppm FABRICANTE
* CADMIO MAXIMO: 1 ppm 0,019 ppm FABRICANTE
* MERCURIO MAXIMO: 0,1 ppm 0,074 ppm FABRICANTE
* TEOR MINIMO: 99,5% 100,0% FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA ngITAGEM TOTAL DE BACTERIAS: MAXIMO 1000 <10 UFC/g FABRICANTE
UFC/g
* MICROBIOLOGIA FUNGOS E LEVEDURAS: MAXIMO 100 UFC/g < 10 UFC/g FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA ESCHERICHIA COLI: NEGATIVO NEGATIVO FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA SALMONELLA: NEGATIVO NEGATIVO FABRICANTE
* MICROBIOLOGIA STAPHYLOCOCCUS: NEGATIVO NEGATIVO FABRICANTE
MICROBIOLOGIA COLIFORMES: NEGATIVO NEGATIVO FABRICANTE
* DENSIDADE INFORMATIVO (SEM COMPACTAGAOQ) 0,49 h/mL MET. GERAL FB V
APARENTE
NOMENCLATURA : CREATINA MONOHIDRATADA M 200
“ Ficha de Seguranca
SEGURANCA : ACONDICIONAR EM RECIPIENTES HERMETICOS, AO ABRIGO DA LUZ, CALOR E UMIDADE.
TEMPERATURA AMBIENTE.

0BS:(*) Os ensaios foram i no L io de Controle de Qualit SM Emp i F
€ 0s demais ensaios foram transcritos conforme o Certificado de Analise do Fabricante

LTDA CNPJ: 44.015.477/0006-20
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