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Apresentacdo



Esta dissertagdo € composta de uma introducdo e de dois artigos
cientificos, originados de pesquisas realizadas no Laboratério de Histologia do
departamento de Fisioterapia da FCT/UNESP — Presidente Prudente.

Em consonancia com as regras do Programa de Pés-Graduacdo em
Fisioterapia, os artigos foram redigidos de acordo com as normas dos
periddicos Revista de Nutricdo (Anexo |) e Brazilian Journal of Medical and
Biological Research (Anexo Il), sendo que para este ultimo o manuscrito foi

submetido na lingua inglesa (Anexo lll).

- Artigo 1.

Bonfim MR, Garcia BC, Kodama FY, Santos ACA, Padulla SAT, Pedroso DG,
Porto VS, Haidamus LL, Camargo Filho JCS. Respostas bioquimicas da
administragdo de atorvastatina e sua descontinuidade associadas a atividade
fisica em ratos. Submetido a apreciacao visando publicacdo no periédico

“Revista de Nutricao”. Pagina 16.

- Artigo 1.

Bonfim MR, Garcia BC, Kodama FY, Padulla SAT, Camargo Filho JCS. Efeitos
da administracdo de atorvastatina e sua descontinuidade associadas a
atividade fisica na musculatura esquelética de ratos. Submetido a apreciagéao
visando publicagdo no periédico “Brazilian Journal of Medical and Biological

Research”. Pagina 35.
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Atualmente, muita atencéao tem se dado as alteragdes lipidicas, uma vez
que se tem bem definida a relacdo entre seus altos niveis e a ocorréncia de
doencas cardiacas. As primeiras pesquisas sobre os fatores associados ao
desenvolvimento da doencga cardiovascular comecaram a ser desenvolvidas
por volta do ano de 1948, na cidade de Framinghan, pelas quais se reconheceu
que a hipertensdo arterial e a hipercolesterolemia exerciam influéncia no
quadro das doencas coronarianas, observando-se associacado positiva entre
hipercolesterolemia e doenca isquémica coronariana, bem como risco
progressivo para doencas coronarianas em funcao de niveis séricos de
colesterol mais elevados!”.

Assim, durante as décadas de 1950 a 1970 muitos agentes redutores de
colesterol foram formulados e introduzidos no uso clinico, e foram muito
utilizados por demonstrarem eficacia em reduzir os lipidios sanguineos.
Entretanto, o foco das atencdes foi os agentes inibidores da enzima 3-Hidroxi-
3-Metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, as estatinas, consideradas
hoje os medicamentos de primeira escolha no tratamento dos disturbios
lipidicos®?.

As estatinas foram descobertas no ano de 1971, e seu desenvolvimento
se deu a partir da evidéncia de que a producao hepatica de colesterol excedia
sua quantidade absorvida pela dieta e, portanto, um inibidor de sua sintese
enddgena poderia ser um efetivo agente redutor de colesterol®. Desenvolveu-
se, assim, a estatina, um agente inibidor competitivo da enzima HMG-CoA
redutase, que age controlando a formag¢do de mevalonato que, por sua vez, €

uma reagao irreversivel durante o processo de biossintese de colesterol®?.
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A estatina, portanto, age reduzindo a sintese hepatica do colesterol, o
que acarreta no aumento da sintese dos receptores de lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) nos hepatdcitos; ha, portanto, aumento da captacédo de
lipoproteinas de muito baixa e de intermediaria densidade (VLDL e IDL,
respectivamente) e de LDL da circulagcdo para repor o colesterol intracelular,
resultando na diminuicdo do colesterol total (CT), do LDL-colesterol e dos
triglicerideos (TG), bem como no aumento da lipoproteina de alta densidade
(HDL-c) circulantes®®. Na prética, estes medicamentos reduzem o LDL-C de
15% a 55%, os TG de 7% a 28%, e elevam o HDL-C de 2% a 10%""),
permitindo ainda a redug¢do da mortalidade cardiovascular, da incidéncia de
eventos isquémicos corondrios agudos, da necessidade de revascularizacdo
do miocérdio e da ocorréncia de acidente vascular cerebral (AVC) ©.

As estatinas sao geralmente bem toleradas pela maioria dos pacientes,
entretanto, seu uso estd relacionado a ocorréncia de efeitos toxicos que
acometem principalmente a musculatura esquelética®. As lesdes musculares
decorrentes do uso das estatinas podem ser de grau leve a grave, variando de
mialgia a rabdomiélise, e atingindo cerca de 5 a 10% dos pacientes!’®. O
método preconizado para seu diagnéstico e para o acompanhamento de sua
evolucao € a analise laboratorial dos niveis séricos da enzima creatina
quinase, os quais guiardo a conduta a ser tomada para cada paciente”'".

Porém, vale ressaltar que em muitos casos ndao ha uma relacéo
estabelecida entre as manifestacées clinicas e os valores de CK encontrados
nos pacientes, podendo haver manifestacbes sem seu aumento, ou seu
aumento sem manifestagdes!’®. Além disso, os critérios utilizados para

inclusdao dos sujeitos nos estudos geralmente limitam a participacdao de
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pessoas com histérico de intolerancia a estatina ou com alteragées nos
parametros bioquimicos, tornando dificil uma estimativa precisa da incidéncia
das alteragdes musculares!'?, podendo inclusive subestima-la‘'®.

Apesar das evidéncias, as formas de indugcdo de lesdao muscular por
estatina ndo sdo bem definidas, havendo teorias sobre as altera¢cdes na
excitabilidade da membrana celular, devido a reducdo da quantidade de
colesterol de membrana; alteragcées na respiracéo celular, devido a reducéo de
intermediarios da cadeia respiratdéria (Ubiquinona — Coenzima Q10); e
ocorréncia de apoptose, devido ao aumento de calcio citosdélico e,

1419 Todavia,

consequentemente, ativagdo de sua sinalizagdo via mitocondrial'
as pesquisas indicam que provavelmente o mecanismo de lesdo estaria
relacionado ao prejuizo mitocondrial que, por sua vez, poderia interferir na
regulacdo do célcio citosélico, acarretando na ocorréncia de processos
apoptéticos e degenerativos que explicariam as lesdes musculares pelas

estatinas'*19).

Na prética, os usudrios de estatina relatam que as cadimbras e a rigidez
muscular estdo entre os desconfortos musculares mais frequentes, que
acabam por limitar a execucdo das atividades diarias, sendo que apos a

(17.18) - Além

descontinuidade do medicamento todos 0s sintomas desaparecem
disso, estudos apontam que individuos em tratamento com medicamentos
hipolipemiantes apresentam exacerbagdo das dores musculares quando
submetidos a pratica de atividade fisica, estando sua incidéncia diretamente

relacionada a intensidade do esforco praticado!'”. Verificou-se ainda que a

terapia por estatinas em atletas hipercolesterolémicos acarreta, em alguns
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casos, na intolerancia a pratica da sua modalidade esportiva, havendo a

necessidade da troca da medicacéo ou até mesmo a cessacao de seu uso''?.

Pode-se supor que a alteracdo no fluxo sanguineo provocada pela
pratica de atividade fisica, direcionando-o para os locais em maior atividade e,
portanto, com maiores necessidades, como a musculatura esquelética, poderia
estar levando a uma modificagdo na farmacocinética do medicamento,
supostamente elevando sua concentragdo na musculatura e, portanto,
exacerbando as lesdes por estatinas®?. Todavia, verificou-se que a atividade
fisica ndo acarreta em diferencas na concentracao de estatina no plasma e na
musculatura esquelética®”, sugerindo que outros fatores estariam associados
a esta exacerbagdo, como o uso prejudicado de substratos energéticos e a

deplecao energética®.

De maneira geral, apesar da interacdo de estatina e atividade fisica estar
relacionada a exacerbacgao da lesdo muscular, ela representa uma interessante
estratégia terapéutica. Em situacdes nas quais o exercicio fisico foi adicionado
a terapéutica por estatinas verificou-se que a alteracdo nos niveis lipidicos
séricos foi mais significante que o0 uso somente da terapéutica

medicamentosa?"??

). Todavia, ndo se pode descartar a existéncia dos danos
musculares, fazendo-se necessario o estudo de novas estratégias terapéuticas
visando a manutengdo das alteragbes lipidicas associada ao menor

comprometimento da musculatura.

Na pratica clinica, frente a ocorréncia dos sintomas musculares
associados ou ndao ao aumento dos niveis de creatina quinase (CK), as

condutas indicadas sao a interrupcdo da atividade fisica ou do uso da

10,11

estatina!'®'". Apesar de se saber que tais atitudes acarretam na melhora dos
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sintomas musculares!'"'")

, hao existem estudos in situ da resposta muscular a
descontinuidade de medicamento ou da atividade fisica, bem como ndo se

sabe o comportamento das varidveis bioquimicas.

Sendo assim, visamos com esse trabalho analisar as respostas
bioquimicas e musculares da administracdo de atorvastatina e sua
descontinuidade associadas ao exercicio fisico em ratos. Temos como hipétese
a possivel sustentacao das alteracdes lipidicas e a reducao e reparacao das
lesbes musculares provocadas pela terapéutica conjunta de estatina e
atividade fisica, uma vez que se estd mantendo um agente atuante nas
alteracoes lipidicas e se retirando o componente nocivo a musculatura

esquelética.

Para testar essas hipbteses elaboramos dois trabalhos que séo
apresentados em seguida. O primeiro deles, intitulado “Respostas bioquimicas
da administracdo de atorvastatina e sua descontinuidade associadas ao
exercicio fisico em ratos”, teve por objetivos avaliar as alteragdes bioquimicas,
tanto do perfil lipidico quanto dos biomarcadores de lesdo hepatica e muscular,
decorrentes da descontinuidade da estatina com continuidade da atividade
fisica; o segundo, intitulado “Efeitos da administragdo de atorvastatina e sua
descontinuidade associadas ao exercicio fisico na musculatura esquelética de
ratos”, analisou os efeitos da intervengédo acima citada na musculatura, a partir

de analises histoldgicas e histoquimicas do tecido muscular esquelético.



Artigo I
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RESUMO

Objetivo: Investigar o efeito do uso e da descontinuidade da atorvastatina associadas
a um programa de atividade fisica nos parametros bioquimicos de ratos. Métodos: 56
ratos machos Wistar, divididos em 4 grupos: sedentario, exercitado, sedentario com
estatina e exercitado com estatina, foram submetidos ao uso da Atorvastatina (10
mg/Kg/dia) ou placebo sete dias na semana por 4 semanas, € a um programa de
atividade fisica em esteira de 60 minutos diarios, 5 dias na semana por 4 semanas.
ApGs este periodo, 8 animais de cada grupo foram sacrificados; os demais animais
foram submetidos a descontinuidade da estatina ou placebo, permanecendo a
atividade fisica por 2 semanas. Nos trés momentos distintos das intervengées, foram
realizadas coletas de sangue para verificagdo dos parametros bioquimicos lipidicos e
de biomarcadores de lesdo hepatica e muscular. Resultados: O uso da atorvastatina
por 4 semanas reduziu efetivamente os niveis de colesterol total, fracdo ndo HDL-c e
triacilgliceréis sem alteracdo dos biomarcadores de lesdo muscular e hepatica; a
descontinuidade de seu uso acarretou em aumento dos niveis lipidicos. A adicao da
atividade fisica reduziu significantemente os niveis de triacilgliceréies e elevou os de
HDL-c, permitindo que na&o houvesse aumento dos niveis lipidicos apds a
descontinuidade do uso da estatina. Conclusao: Conclui-se que o uso da estatina em
conjunto com a pratica de atividade fisica promove efeitos benéficos no perfil lipidico,
qgue sao sustentados até mesmo apds a descontinuidade do farmaco.

Descritores: Inibidores de Hidroximetilglutaril-CoA redutases, Atividade motora,
Lipideos, Musculo esquelético, Figado.
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ABSTRACT

Objective: Investigate the effect of atorvastatin use and its discontinuity associated to
a physical activity program in the biochemical profiles of rats. Methods: 56 male wistar
rats, divided into 4 groups: sedentary, exercised, sedentary with statin, and exercised
with statin, were submitted to Atorvastatin use or placebo seven days per week for four
weeks, and a physical activity program in treadmill consisted of 60 minutes daily of
activity, 5 days per week for four weeks. After this period, eight animals of each group
were sacrificed and the others were submitted to the discontinuance of statin or
placebo, maintaining the physical activity for 2 weeks. In the three different intervention
moments, the blood was collected to verify the lipid and muscle and liver lesion
biomarkers parameters. Results: The use of Atorvastatin for 4 weeks effectively
reduced total cholesterol levels, non HDL-c fraction and triglyceride levels with no
alteration on muscle and liver biomarkers; the discontinuance of its use led to the rise
of lipids levels. Adding the physical activity in the statin treatment significantly reduced
triglyceride levels and raised HDL-c levels, and allowed the maintenance of the lipids
levels after the discontinuance of the statin. Conclusion: The results of this study
suggest that statin use together with physical activity practice promote beneficial
effects in the lipid profile, that are sustained even after the discontinuance of the drug.

Keywords: Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase inhibitors, Motor activity, Lipids,
Skeletal muscle, Liver.
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INTRODUCAO

As estatinas, inibidores competitivos da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima-A redutase (HMG-CoA Redutase), sdo os farmacos mais efetivos no
tratamento da hipercolesterolemia, atuando tanto na adequacao dos niveis lipidicos
sanguineos como na redugdo da morbidade e mortalidade cardiovascular''?.

Estes farmacos atuam na via limitante da sintese do colesterol, inibindo a agédo
da HMG-CoA redutase e, consequentmente, a conversdo de HMG-CoA em
Mevalonato. Dessa forma, a reagdo em cascata da sintese do colesterol € inibida,
reduzindo assim seus niveis séricos e acarretando no aumento da expressao hepatica
dos receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c), contribuindo para a
depuragao do colesterol sérico .

Sao inquestionaveis os efeitos satisfatorios da estatina na adequagado dos
niveis lipidicos; entretanto, a utilizacdo destes fa&rmacos é associada a ocorréncia de
efeitos colaterais indesejaveis, como hepatotoxicidade, que é dose-dependente e
ocorre em 0,5 a 2,0% dos pacientes®, e miopatia™®®. Estudos®” apontam que os
desconfortos musculares ocasionados pelo uso das estatinas interferem na realizagéo
das atividades diarias, justificados pelas dores, caimbras e/ou rigidez muscular, sendo
que praticamente todos os sintomas musculares desaparecem apds descontinuidade
no uso do farmaco®.

Além disso, a pratica de atividade fisica esta relacionada a exacerbagéo das
dores musculares relatadas pelos usuarios de estatina, estando sua incidéncia
diretamente relacionada ao nivel de atividade fisica dos praticantes®, sendo inclusive
considerada fator de risco para lesdes musculares®. Entretanto, em situacbes nas
quais o exercicio fisico foi adicionado a terapéutica por estatinas verificou-se que a
alteragdo nos niveis lipidicos séricos foi mais significante que o uso somente da

191 5 que caracteriza a pratica de atividade fisica uma

terapéutica medicamentosa'
interessante ferramenta terapéutica.

De maneira geral, em situagbes nas quais haja o comprometimento da
musculatura esquelética durante a terapéutica por estatinas e atividade fisica, as
condutas que poderdo ser tomadas incluem a descontinuidade do uso do
medicamento ou a interrupcdo da pratica de atividade fisica''®. Apesar dessas
recomendacgdes, nao ha na literatura estudos que relatem os efeitos tanto bioquimicos
séricos quanto musculares destas medidas terapéuticas, o que torna necessario o
desenvolvimento de estudos visando identificar as melhores estratégias para a
manutengcdo das alteragbes lipidicas associada ao menor comprometimento da

musculatura quando do tratamento conjunto de estatinas e atividade fisica.
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Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do uso e da
descontinuidade da atorvastatina associadas a continuidade do programa de atividade
fisica nos parametros lipidicos sanguineos e nos biomarcadores de lesdo hepatica e
muscular de ratos wistar. A opg¢do pela interrupcdo do uso do medicamento em
detrimento da pratica de atividade fisica se deu pela nossa hip6tese de que tal
estratégia poderia levar a manutencao dos beneficios lipidicos com concomitante
reducdo dos efeitos maléficos hepaticos e musculares, uma vez que esta sendo
mantido um agente atuante no perfil lipidico e retirado 0 componente mais nocivo a

musculatura esquelética.
METODOS

Os procedimentos adotados nesse estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — UNESP de Presidente
Prudente - SP, sob protocolo n? 64/2009, e estdo de acordo com os “Principios Eticos
na Experimentacdo Animal’ adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL).

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 56 ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com cinco meses de idade, os quais foram
acondicionados em gaiolas de polipropileno com quatro animais, em ambiente com
temperatura (22 + 2 °C) e umidade (50 + 10%) controladas, e ciclo claro/escuro de 12
horas (7-19h). Os ratos foram alimentados com racao comercial padrao para roedores
(Primor® - Moinho Primos S.A.) e agua ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 14 animais, sendo 0s grupos:
placebo sedentario (G1); placebo atividade fisica (G2); medicamento sedentario (G3) e
medicamento atividade fisica (G4). A formacao dos grupos foi determinada pelos
resultados da fase de selecao de corredores do programa de atividade fisica, na qual
0S animais que apresentaram resposta positiva ao estimulo de corrida em esteira
foram alocados nos grupos de atividade fisica. Este critério foi baseado em estudos
prévios'>'® e tem por objetivo evitar viés nos resultados, assegurando que as
alteragbes nos parametros bioquimicos do animal sejam em resposta a atividade
realizada e ndo a outros fatores. Além disso, tomou-se o cuidado de obter o equilibrio
de peso corporal entre os grupos no inicio do experimento, o que foi verificado pela
auséncia de diferengas estatisticas no valor inicial desta variavel (p=0,625).

Dentro de cada grupo, oito animais foram sacrificados apés um més de
intervengdo, sendo que o0s seis restantes foram submetidos a um periodo de
descontinuidade do uso do farmaco ou placebo, permanecendo o protocolo de
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atividade fisica por duas semanas (G2 e G4). Nessa fase, a escolha dos animais foi
aleatéria, e realizada por um pesquisador ndo integrante da pesquisa.

INSEIR FIGURA 1

O tempo das intervencdes foi estipulado a partir dos efeitos do medicamento na
musculatura esquelética. De acordo com estudos prévios, apdés 15 dias de uso das

estatinas ja ha ocorréncia de lesées musculares em ratos!"*'?

, sendo que a maior
parte das queixas de sintomas musculares pelos pacientes ocorre no primeiro més de
uso®, o que justifica a escolha de 4 semanas de intervencdo. Quanto ao periodo de
descontinuidade, ndo ha um consenso sobre o tempo necessario para a recuperacao
da musculatura e, portanto, optamos verificar a resposta muscular apés 2 semanas
sem o uso do medicamento.

Os animais dos grupos medicados (G3 e G4) receberam Atorvastatina Calcica
(Lipitor®, Pfizer) via oral, pela técnica de gavagem, sete dias na semana, durante

1617 calculada a partir da média

quatro semanas. A dose utilizada foi de 10 mg/Kg/dia'
de peso corporal do grupo de estudo, tendo sido feito o reajuste semanal conforme a
mudancga de peso dos animais.O farmaco foi preparado a partir da maceragao dos
comprimidos e sua posterior dissolugdo em veiculo de Hidroxipropil Metilcelulose
(HPMC) a 0,5%"*'>'® sendo administrado um volume de 2 mL por animal.

Os animais dos grupos placebo (G1 e G2) receberam solucédo de Hidroxipropil
Metilcelulose (HPMC — 0,5%) via gavagem, 7 dias na semana por 4 semanas, tendo
sido administrado o volume de 2 mL por animal. Ambos, farmaco e placebo, foram
administrados no periodo da manha, trinta minutos antes do programa de atividade
fisica"®.

A atividade fisica consistiu na caminhada em esteira rolante para animais de
pequeno porte, com velocidade fixada em 9,75 metros por minuto sem adi¢cdo de
inclinagdo. O protocolo utilizado foi adaptado de um trabalho anterior'’®, e
compreendeu trés fases:

I) Fase de Selecdo dos Corredores: consistiu em 3 dias consecutivos de 5 minutos de
caminhada em esteira, com a finalidade de identificar os animais mais aptos a realizar
o esforco, os quais foram distribuidos nos grupos dos animais que realizaram o
programa de atividade fisica.

Il) Fase de Adaptacao: consistiu em sessoes diarias de caminhada com duragao de 5,
15, 30, 45 e 60 minutos durante os cinco primeiros dias de experimento, com a
finalidade de adaptacao dos animais ao programa de atividade fisica.
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Ill) Programa de Atividade fisica: consistiu em sessbes diarias de 60 minutos de
exercicio em esteira, cinco dias por semana, durante quatro semanas. Os animais da
fase de descontinuidade permaneceram neste programa por mais duas semanas,
totalizando seis semanas de atividade fisica.

O desempenho dos animais foi monitorado todos os dias durante a sessao,
observando-se a presenca de recusa ao exercicio ou o instinto de fuga, uma vez que
tais comportamentos poderiam indicar a presenca de desconforto ou fraqueza no
membro afetado. Foram relatados a quantidade de animais que apresentaram tal
caracteristica no decorrer do programa e a frequéncia de ocorréncia desses
comportamentos?.

Durante o protocolo experimental foi feita a coleta de sangue para verificagao
dos parametros bioquimicos séricos, tendo sido utilizada a técnica da puncgao cardiaca
esternal a céu fechado, obtendo-se 2 mL de sangue para cada amostra. As coletas
foram realizadas sempre no periodo da manha, entre 07:30 e 10:00 horas, no periodo
que antecedeu as intervengdes (T0), apds 4 semanas de intervengéao (T1) e apds 2
semanas de descontinuidade (T2). Para todas as analises adotou-se 72 horas de
repouso e 12 horas de jejum, a fim de se obter os resultados do estado basal do
animal. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos até a
obtengao do soro, sendo conservados a -18°C até o momento das dosagens.

O sangue coletado foi utilizado para as seguintes dosagens séricas:

e Perfil Lipidico: colesterol total (CT); lipoproteina de alta densidade (HDL-c);
triacilglicerol (TAG) e fracdo ndo HDL-c (NHDL) (obtida por meio da equagédo NHDL =
CT —HDL-c)";

e Marcador de lesdo muscular: creatina fosfoquinase (CK-nac);

e Marcadores de lesdo hepética: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST).

As andlises de perfil lipidico foram feitas pelo método colorimétrico enziméatico,
sendo o HDL-c determinado pelo método direto; as analises das enzimas CK, ALT e
AST foram feitas pelo método cinético (UV-IFCC). Todas as analises foram realizadas
no analisador bioquimico Opera (Bayer®), utilizando-se kits da Labtest®.

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico SPSS 13.0 for
Windows, e sdo apresentados como média e desvio padrdo. Para verificagdo da
presenca de diferencas significantes entre os periodos de intervencdo utilizou-se o
teste de Wilcoxon; as diferencas entre os grupos foram mensuradas pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn. Para todas as analises utilizou-se nivel
de significancia de p<0,05.
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RESULTADOS

Durante o protocolo experimental foram a 6bito trés animais do grupo medicado
e exercitado (G4); um deles apresentou inquietude na pratica do exercicio na parte da
manha, caracterizada pelo instinto de fuga, indo a 6bito no periodo da tarde. Dentre os
demais animais, um ocorreu sem causa aparente, e o0 outro com suspeita de
pneumonia. Estes animais foram repostos. Ja no grupo placebo sedentéario (G1), dois
animais nao resistiram ao procedimento da puncao cardiaca no T1, porém nao foram
repostos; assim, este grupo ficou com apenas 12 animais, tendo sido prejudicada a
fase de descontinuidade, uma vez que contou com apenas 4 animais.

Com relagdo ao peso corporal dos animais, verificou-se que 0S grupos
iniciaram o experimento com o mesmo padrdo, sendo que apds 4 semanas de
intervencao o grupo placebo sedentario (G1) foi o que apresentou os maiores valores
(Figura 2). Ao final do experimento, verificou-se que apenas o grupo medicamento
atividade fisica (G4) apresentou reducao do peso e se distinguiu dos demais grupos,

todavia em nenhum momento a diferenca entre os grupos foi significante.

INSERIR FIGURA 2

De acordo com os resultados de perfil lipidico, verificou-se que no periodo
inicial do experimento (T0) ndo houve diferenga significante entre os grupos de estudo,
0 mesmo ocorrendo apos periodo de 4 semanas de intervencao (T1). Nesse momento,
em cada grupo, houve a eutanasia de oito animais e a interrup¢éo do uso de placebo
ou medicamento nos demais, sendo que a auséncia de diferenga significante nos
parametros lipidicos entre esses animais em todos os grupos foi um indicativo de que
eles estavam no mesmo padrdo. Assim, quando foi feita a analise do T1 apenas com
0s animais da descontinuidade, verificou-se a auséncia de diferenca significante entre
0S grupos, o mesmo ocorrendo no T2. Os mesmos comportamentos acima foram
observados para as variaveis biomarcadoras de lesao hepatica e muscular.

Com relacao as diferengas entre os periodos de estudo, verificou-se que entre
TO e T1, os animais do grupo placebo sedentario (G1) apresentaram redugoes
significantes no colesterol total (CT), na fragao NHDL-c e nos triacilgliceréis (TAG),
sendo que os animais placebo atividade fisica (G2) apresentaram redugéo significante
nos valores da fragdo NHDL-c (Tabela 1). A descontinuidade do uso do placebo (T2)
nao alterou os valores de perfil lipidico, uma vez que nao foram encontradas

diferencgas significantes entre T1 e T2 (tabela 2).
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INSERIR TABELA 1

Nos animais que fizeram uso somente do farmaco verificou-se reducao
significante nos niveis de CT, da fracdo NHDL-c e de TAG (tabela 1), sendo que a
descontinuidade de seu uso ndo sustentou estas alteragcbes, levando ao aumento
significante do CT e da fracdo NHDL-c (Tabela 2). A associacao do farmaco com o
atividade fisica acarretou em alteragdes diferenciadas, tendo sido verificada a reducao
significante dos TAG, destacando o aumento significante da fracao HDL-c (tabela 1); a
descontinuidade do farmaco com a continuidade do exercicio nao alterou os
parametros lipidicos dos animais, visto que ndo foram encontradas alteragbes

significantes nas variaveis entre T1 e T2 (Tabela 2).

INSERIR TABELA 2

Com relagdo aos biomarcadores de lesdo hepatica e muscular, verificou-se
pouca ou nenhuma alteragdo decorrente das intervengdes. Entre os periodos TO e T1
apenas a variavel hepatica ALT apresentou alteragdes, sendo seu aumento
significante nos grupos G1, G2 e G4 (tabela 3); nenhuma alteragéo significante foi
verificada apods periodo de descontinuidade de farmaco ou placebo, ndo havendo
também alteracdes na varidvel AST (Tabela 4).

INSERIR TABELA 3

Apesar de se esperar o aumento nos niveis de creatina quinase (CK)
decorrente das intervengoes, neste trabalho nao foi verificado alteracdes significantes
desta variavel, indicando que talvez elas ndo tenham interferido na integridade
muscular. De maneira semelhante, a observacdo dos sinais clinicos associados ao
atividade fisica em esteira indicou a presenga de comportamentos de fuga ou recusa
ao esforgo pelos animais, porém tanto o nimero de ocorréncias quanto o numero de
animais acometidos por esse comportamento foram reduzidos em todos os grupos
estudados, ndo se podendo afirmar que as intervengdes interferiram na pratica do
atividade fisica.

DISCUSSAO

O presente estudo buscou verificar os efeitos do uso da estatina e sua
descontinuidade associadas ao atividade fisica nos parametros bioquimicos
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sanguineos de ratos. No que diz respeito a utilizagdo apenas da atorvastatina
(10mg/Kg/dia), verificou-se que tal intervengéo acarretou na redugéo significante dos
niveis de Colesterol Total (CT), da fracdo NHDL-c e dos triacilglicer6is (TAG) séricos
dos animais.

De fato, o uso das estatinas esta relacionado a modificagcbes nos parametros
lipidicos, apresentando reducdo dos niveis de CT, LDL-c e TAG, bem como no

aumento de HDL-c"?°

). Tais modificagdes estdo associadas a acdo deste farmaco no
organismo, o qual age impedindo a ocorréncia de uma passagem precoce e limitante
da sintese do colesterol via inibicdo da acdo da enzima HMG-CoA redutase. Dessa
forma, ha redugcdo da sintese do colesterol endégeno o que, conseqientemente,
aumenta a sintese de receptores hepaticos de LDL-colesterol e, portanto, a sua

620 'permitindo assim as alteragdes anteriormente apontadas.

captagao sérica

Entretanto, verificou-se neste estudo que os animais sedentarios no tratamento
com placebo também apresentaram uma redugdo significante das concentragdes
séricas das fragoes lipidicas CT, NHDL-c e do TAG, o que nao era esperado. De
maneira geral, a escolha das substancias placebo/veiculo utilizadas na pesquisa
possui grande importancia, uma vez que estas ndo podem interferir na farmacocinética
do medicamento. As substancias utilizadas nesta pesquisa foram escolhidas baseadas

(1818 que tiveram como objetivo verificar o efeito in vivo do uso de

em estudos prévios
estatina em animais.

Estes estudos utilizam como placebo e veiculo a substancia de metilcelulose

16,17) 16,17)

(0,5%)"® tanto no formato Carboxi quanto Hidroxipropil'®'”), visto que tal
substancia € um composto de celulose que ndo é absorvido pelo organismo e,
portanto, ndo interfere na farmacocinética do medicamento. No presente estudo,
optou-se pelo uso da Hidroxipropil Metilcelulose (HPMC - 0,05%) visto sua facilidade
de acesso por nossa equipe. Todavia, por ser um composto de celulose e, portanto,
uma fibra soluvel, o HPMC acaba interferindo na absorcdo e reabsorcdo de outros
compostos, inclusive o colesterol, 0 que pode causar a reducdo dos niveis séricos
lipidicos®".

Estudos que avaliaram o efeito da suplementagdo de HPMC por individuos
hipercolesterolémicos verificaram a presenca de alteracdo no perfil lipidico,
caracterizada pela reducado de CT e da fragcdo LDL-c; nédo foi encontrada alteracdo de
TAG, a qual foi atribuida ao uso conjunto de HPMC a uma fonte de carboidrato, no

caso suco de limao®?'??

). Em estudo recente®, verificou-se que o uso conjunto de
HPMC e estatina propiciou uma maior redugdo dos niveis lipidicos seéricos dos

pacientes, considerando o HPMC um coadjuvante no tratamento com estatinas.
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Nesse sentido, pode-se considerar que as alteragbes encontradas nos animais
controle sao resultado da agdo da HPMC; j& a sua associagao a estatina (G3) poderia
ter contribuido para as reducbes encontradas nesse grupo, porém ndo se
configuraram como primordial, visto que apenas nesse grupo houve aumento
significante das variaveis ap6s a descontinuidade do uso do medicamento e veiculo.

Além da utilizacdo de agentes hipolipemiantes, a pratica de atividade fisica
também esta relacionada a reducao de CT, fracdo LDL-c e TAG, bem como aumento
da HDL-c®. Sendo assim, a hipétese da pesquisa foi a otimizacdo das alteracées do
perfil lipidico dos animais pela adicao do atividade fisica ao tratamento com estatina.
Todavia, verificou-se nesse estudo que a pratica de atividade fisica isolado alterou
somente os valores da fracdo NHDL-c, sendo que sua associacdo com a estatina
alterou significantemente apenas TAG e fragao HDL-c.

228 que avaliaram o efeito do exercicio

De acordo com estudos prévios!
aerobio moderado e continuo no perfil lipidico e na adiposidade de ratos, verificou-se
que os maiores beneficios decorrentes do exercicio fisico tendem a ocorrer nos
animais que geralmente recebem dieta com alto valor lipidico, sendo que os animais
normolipidémicos, como no presente estudo, apresentaram pouca ou nenhuma
alteracado, o que poderia explicar os resultados encontrados.

2528) geralmente utilizam oito semanas de programa

Além disso, esses estudos!
de treinamento, obtendo resultados positivos. No presente estudo, utilizou-se 4
semanas de intervencao tendo como referéncia o uso do medicamento, sendo que um
programa de atividade fisica mais extenso poderia ter trazido beneficios adicionais ao
perfil lipidico dos animais.

Outro fator a ser considerado é a ingestao alimentar dos animais. Uma vez que
0 exercicio acarreta no aumento da taxa metabdlica, existe a possibilidade dos
animais exercitados aumentarem seu consumo alimentar, impedindo alteragcdes mais
significantes no perfil lipidico. Apesar da possivel influéncia deste fator nos resultados
obtidos, a variavel ingestdo alimentar ndo foi avaliada neste trabalho, sendo esta uma
das limitacbes do estudo.

Ademais, visto que o uso do placebo nesse trabalho foi considerado
responsavel pelas alteracdes lipidicas nos animais sedentérios, tornou-se expectativa
gque os animais exercitados em uso de placebo apresentassem redugbes mais
significantes, o que ndo ocorreu. Tal fato pode estar relacionado ao momento de
administracdo do HPMC; de acordo com o estudo de Maki et al (2000)?", o efeito
redutor de colesterol exercido por essa substancia é mais consistente quando ela é

administrada junto, e ndo entre as alimentagdes.
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Essa informagdo se torna relevante se considerarmos que apds a
administracdo do placebo ou medicamento os animais sedentarios retornavam para
suas gaiolas e tinham acesso irrestrito ao alimento, ao passo que 0s animais
exercitados ficavam o periodo anterior e durante a pratica do atividade fisica sem
acesso ao alimento, o que somava certa de 100 a 120 minutos apds administracdo do
HPMC. Uma forma de controlar essa variavel seria restringir o acesso ao alimento dos
animais sedentarios pelo mesmo periodo a que os animais exercitados sao expostos,
sendo essa outra limitacdo deste estudo, bem como uma sugestdo para trabalhos
futuros.

A hipétese central do trabalho era de que a adicao da atividade fisica ao uso da
estatina acarretaria em reducgéo adicional das variaveis lipidicas, o que ndo ocorreu.
De acordo com estudos previamente publicados, o efeito lipidico adicional desta

associagdo é controverso. No estudo de Wittke (1999)"'7

, verificou-se presenga de
alteragbes marcantes nos niveis lipidicos de individuos dislipidémicos decorrentes do
uso conjunto de estatina e atividade fisica; em contrapartida, no estudo de Coen et al.
(2009)© esta associacdo ocasionou efeito adicional apenas na fracdo LDL-oxidada, o
que foi atribuido ao nivel sérico lipidico inicial dos participantes que, no caso, foi
superior no primeiro estudo comparado ao ultimo. No presente estudo foram utilizados
animais normolipidémicos e, portanto, tal fato associado demais fatores acima
relatados podem estar contribuindo para as pequenas alteragdes encontradas.

Apesar desses achados, a adi¢cdo da estatina ao exercicio ocasionou um efeito
muito benéfico do ponto de vista da saude cardiovascular, que foi o aumento
significante de HDL-c. Esta fragdo lipidica é muito conhecida pelo seu papel
antiaterogénico via sua agado no transporte reverso do colesterol, estando
inversamente associada as doengas coronarianas e outros distrbios vasculares®”,
sendo seus altos niveis preconizados pelas recomendacdes mundiais.

No que diz respeito aos valores do biomarcador de lesdo muscular (CK),
verificou-se que ndo houve diferencas entre os diferentes momentos analisados em
todos os grupos estudados, levando a concluir que ndo houve danos musculares em
decorréncia das intervencdes administradas. Além disso, a observagdo dos sinais
clinicos associados a atividade fisica em esteira indicou que o comportamento dos
animais nao foi influenciado pela pratica da atividade fisica.

Porém, apesar de se recomendar o uso da CK como marcador de danos
musculares decorrentes da estatina, muita controvérsia ainda existe no meio clinico e
cientifico acerca deste tema. Isto porque muitos pacientes que apresentam CK
aumentada podem ndo ter as manifestagbes clinicas de dor ou desconfortos

musculares® enquanto outros que as tenham, podem apresentar valores normais de
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CK®. Assim, a deteccdo das alteragdes musculares decorrentes do uso de estatinas
deve ser bem cautelosa, tendo primariamente em vista os sinais clinicos apresentados
pelo seu usuario; além disso, a realizagdo da analise histolégica do tecido seria a
ferramenta mais fidedigna para se afirmar que as intervengdes utilizadas neste
trabalho ndo acarretaram lesdo muscular, sendo esta uma varidvel de estudo bastante
interessante para trabalhos futuros.

Com relacdo aos marcadores de lesdao hepatica, verificou-se que nao houve
alteracao de AST decorrente de nenhuma das intervengdes, inclusive no periodo de
descontinuidade do farmaco ou placebo; em contrapartida, observaram-se aumento
significante de ALT, apenas durante o primeiro periodo de intervencao para os grupos
G1, G2 e G4. Apesar de tanto o exercicio fisico® quanto a estatina® estarem
relacionados ao aumento dos niveis de ALT, o comportamento desta variavel neste
estudo n&o permite uma conclusao consistente acerca do fator desencadeante destas
alteracdes, levando-nos a concluir que esta elevagdo foi decorrente de fatores
externos nao associados as intervengoes.

Vale ressaltar que apesar destes achados, em muitos casos a terapéutica
medicamentosa ndo pode ser interrompida e, portanto, faz-se necessario também
identificar os efeitos da descontinuidade do exercicio com a continuidade do uso da
estatina nos parametros estudados. Ademais, visto as limitagées no uso da CK como
ferramenta de deteccao de lesdo muscular por estatinas, a analise tecidual do masculo
esquelético acabaria por confirmar os resultados obtidos neste trabalho, sendo esses
dois pontos extremamente relevantes para a continuidade dos estudos acerca do tema
proposto.

Em sintese, o uso da atorvastatina por quatro semanas reduziu efetivamente
os niveis lipidicos séricos, sem alteragdo dos niveis de biomarcadores muscular e
hepatico, sendo que a descontinuidade de seu uso acarretou em aumento dos niveis
lipidicos séricos. Em contrapartida, a adigéo atividade fisica reduziu significantemente
0s niveis de triacilglicerdis e elevou os niveis de HDL-c, permitindo que nao houvesse
aumento das concentragdes séricas dos lipidios ap6s a descontinuidade do uso da
estatina. Assim, os resultados deste estudo sugerem que o uso da estatina em
conjunto com o atividade fisica promove efeitos benéficos no perfil lipidico que séo
sustentados até mesmo apds a descontinuidade do farmaco.
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Figura 2. Grafico do peso corporal (gramas) dos diferentes grupos no inicio do

experimento (1), apés 4 semanas de intervengédo (2) e ao final do experimento (3).

G1=Grupo placebo sedentario; G2=Grupo placebo atividade fisica; G3=Grupo estatina

sedentario; G4=Grupo estatina atividade fisica.
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TABELA 1

Tabela 1. Perfil lipidico dos diferentes grupos no periodo basal (T0) e apds

intervencao de quatro semanas (T1).

G1 G2 G3 G4

(n=12) (n=14) (n=13) (n=14)
Colesterol Total (mg/dL)
Tempo 0 61,33+11,32 61,64+9,05 59,92+6,47 58,43+11,42
Tempo 1 54,87+13,54* 56,71+£12,30 54,21+6,32* 56,14+9,31
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c) (mg/dL)
Tempo 0 22,17+4,30 24,50+3,39 24,85+3,44 23,64+3,52
Tempo 1 22,83+4,28 25,36+2,79 25,36+3,57 26,64+4,52*
Fracao Nao HDL-c (NHDL-c) (mg/dL)
Tempo 0 39,17+8,19 37,14+7,04 35,09+4,65 34,79+9,13
Tempo 1 32,00+9,81* 31,36+11,59* 28,43+5,13* 29,50+7,93

Triacilglicerol (TAG) (mg/dL)
Tempo 0 91,25+32,40 98,29+35,05 87,38+21,42 92,86+28,64

Tempo 1 56,58+16,97* 78,14+£32,07 66,43+21,78" 75,50+29,06*

*Diferenca estatistica entre os tempos 0 e 1. G1=Grupo placebo sedentario; G2=Grupo
placebo atividade fisica; G3=Grupo estatina sedentario; G4=Grupo estatina atividade

fisica.
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Tabela 2. Perfil lipidico dos diferentes grupos apds intervencado de quatro semanas

(T1) e apds descontinuidade do farmaco ou placebo (T2).

G1 G2 G3 G4

(n=4) (n=6) (n=6) (n=6)
Colesterol Total (mg/dL)
Tempo 1 47,25+15,69 54,33+5,61 51,00+5,66 60,83+7,52
Tempo 2 53,25+10,87 57,00+5,62 60,3319,25* 61,1716,24
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL-c) (mg/dL)
Tempo 1 19,50+4,66 24,50+2,59 25,00+4,56 27,50+6,06
Tempo 2 23,75%3,30 24,67+1,86 25,67+3,62 26,67+2,50
Fracdao Nao HDL-c (NHDL-c) (mg/dL)
Tempo 1 27,75+11,82 29,8316,88 26,00+4,73 33,3316,41
Tempo 2 29,50+7,77 32,3315,43 34,67+6,15* 34,50+4,32
Triacilglicerol (TAG) (mg/dL)
Tempo 1 52,50+16,52 82,00+36,75 69,00+17,58 78,33+23,98
Tempo 2 91,75%25,21 77,83+22,97 96,33+31,64 70,33+24,13

*Diferencga estatistica entre os tempos 1 e 2. G1=Grupo placebo sedentario; G2=Grupo
placebo atividade fisica; G3=Grupo estatina sedentario; G4=Grupo estatina atividade

fisica.
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TABELA 3

Tabela 3. Perfil dos biomarcadores de lesdo dos tecidos muscular e hepatico dos
diferentes grupos. 3A. No periodo basal (T0) e apds intervengdo de quatro semanas
(T1); 3B. Ap6s quatro semanas (T1) e apds descontinuidade (T2).

G1 G2 G3 G4

3A
(n=11) (n=12) (n=13) (n=13)

Creatina Fosfoquinase (CK-nac) (U/L)

Tempo 0  627,92+772,51  368,21+324,19  190,91+130,45 354,64+151,00
Tempo 1 363,42+311,46  552,71+506,63 212,79+106,00 485,14+489,87

Aspartato Aminotransferase (AST) (U/L)

Tempo O  136,92+103,82  104,00+36,60 113,23+50,70 108,92+32,69
Tempo 1 99,58+25,61 131,80+57,94 92,64+15,00 112,57+40,53

Alanina Aminotransferase (ALT) (U/L)

Tempo 0 33,83+12,27 34,71+7,29 48,62+25,48 34,00+5,67
Tempo 1 45,58+8,45" 59,57+17,94* 59,80+14,37 54,79+10,75*

G1 G2 G3 G4

3B
(n=4) (n=6) (n=6) (n=6)

Creatina Fosfoquinase (CK-nac) (U/L)

Tempo 1 236,75+43,73 498,17+281,16  240,50+146,27 737,33+605,09
Tempo 2 656,75+284,761  628,17+603,834 342,33+101,91 762,17+728,39
Aspartato Aminotransferase (AST) (U/L)

Tempo 1 86,00+7,62 123,17+29,50 95,00+13,73 136,83+44,58
Tempo 2 114,00+25,39 122,50+70,05 99,67+26,07 121,17+59,19
Alanina Aminotransferase (ALT) (U/L)

Tempo 1 41,5049,04 57,67+13,10 57,83+15,59 55,17+12,38

Tempo 2 44,00+8,12 53,83+7,17 52,50+19,41 43,67+9,79

*Diferenga estatistica entre os tempos 0 e 1 (3A) e 1 e 2 (3B). G1=Grupo placebo
sedentario; G2=Grupo placebo atividade fisica; G3=Grupo estatina sedentario;

G4=Grupo estatina atividade fisica.
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Resumo

Apesar de se saber que a associacdo de estatina com a atividade fisica exacerba as
lesdes musculares e que a sua descontinuidade cessa os efeitos indesejdveis na
musculatura, ndo se sabe ainda a resposta muscular da descontinuidade do medicamento
associada a continuidade da atividade fisica. Este trabalho teve por objetivo analisar o
efeito da descontinuidade do uso de estatina associada a continuidade de atividade fisica
no musculo esquelético de ratos. Para tanto, 56 ratos machos Wistar foram divididos em
4 grupos de 14 animais: sedentdrio, exercitado, sedentdrio com estatina e exercitado
com estatina. O farmaco (10 mg/Kg/dia de Atorvastatina Célcica) foi administrado via
gavagem sete dias na semana por 4 semanas, no veiculo e placebo Hidroxipropil
Metilcelulose (0,5%). A atividade fisica em esteira consistiu em 60 minutos diérios, 5
dias na semana por 4 semanas. Apds este periodo, 8 animais de cada grupo foram
sacrificados; os demais foram submetidos a descontinuidade da estatina ou placebo,
permanecendo a atividade fisica por 2 semanas. Foram feitas andlise bioquimica da
enzima creatina quinase e andlise histolégica e histoquimica dos musculos séleo,
extensor longo dos dedos e gastrocnémio superficial. Os resultados indicaram que a
descontinuidade do uso do medicamento com a continuidade da atividade fisica leve
resultou na manuten¢do das alteracdes musculares verificadas nos animais submetidos a
essa combinacgdo, estimulando ainda processos regenerativos da musculatura, o que
sugere que em casos de miopatia por estatinas tal estratégia pode ser utilizada quando

houver condi¢des de interrupcao da terapéutica medicamentosa.
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Abstract

Although it’s known that the association of statin with physical activity exacerbates the
muscle injuries and that its discontinuity ceases the undesirable muscle effects, it’s still
unknown the muscle response for the drug discontinuity associated to the training
continuity. The aim of this study was to analyze the effect of the statin use discontinuity
associated to the continuity of the physical activity in the skeletal muscle of rats. For
this, 56 Wistar male rats were divides into 4 groups of 14 animals: sedentary, exercised,
statin sedentary and statin exercised. The drug (10 mg/Kg/Day of Atorvastatin Calcium)
was administered by gavage 7 days during the week for 4 weeks, using for vehicle and
placebo the Hidroxypropyl Methiycellulose (0,5%). The treadmill physical activity
consisted of 60 minutes daily, 5 days during the week for 4 weeks. After this period, 8
animals of each group were sacrificed; the others were submitted to statin or placebo
discontinuity, with the continuity of physical activity for 2 weeks. It was done
biochemistry analyses of the creatine kinase enzyme and the histological and
histochemical analyses of the soleus, extensor digitorum longus and superficial
gastrocnemius. The results indicate that the drug use discontinuity with the physical
activity continuity resulted in the maintenance of the muscle alterations verified in the
animals submitted to this combination, and stimulating regenerative processes of the
muscle, what suggests that in cases of statin myopathy such strategy can be used when

the interruption of the drug therapeutic is possible.
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Introducao

Os inibidores da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-
CoA Redutase), também conhecidos como estatinas, sdo a classe de medicamentos mais
vendidos em todo o mundo. Eles agem inibindo uma passagem precoce e limitante da
biossintese do colesterol, bem como a conversdo de HMG-CoA em mevalonato, o que
acarreta na atenuacdo da sintese enddgena de colesterol e, consequentemente, na
reducdo de seus niveis séricos e da taxa de mortalidade relacionada as doencas
cardiovasculares" >,

Apesar dos beneficios da estatina na saude cardiovascular, destaca-se entre seus
efeitos colaterais indesejaveis a toxicidade hepética, que € dose-dependente e ocorre em
0,5 a 2,0% dos pacientes(z), e a toxicidade muscular, que pode variar desde miopatia
leve, com incidéncia variando de 5 - 10%, a casos mais severos como a rabdomidlise,

(. (45
ocorrendo em menos de 0,5% dos seus usudrios™*”).

De acordo com os relatos da literatura, em torno de dez dias apds o inicio da

administracio das estatinas a musculatura esquelética comeca a apresentar 0s primeiros

6.7

sinais de lesdo "/, concentrando-se no primeiro més de uso a maior parte das queixas

. 8
musculares pelos pacientes’ ),

Os desconfortos musculares mais freqiientes sao
caimbras e rigidez muscular, sendo que a presenca destes sintomas interfere de forma
negativa na realizagdo das atividades didrias dos pacientes, bem como na pratica de

atividade fisica®?.

Estudos indicam que pacientes em tratamento com as estatinas relatam
~ . o . L . 8
exacerbacdo das dores musculares quando da pratica de atividade fisica' ) havendo em
. . A PN n 10 . . e
muitos casos a intolerdncia a sua pratica'”’. Em alguns trabalhos foi verificado que essa

associacdo acarreta no aumento da enzima marcadora de lesdo muscular creatina
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quinase (CK)"'? tendo ainda sido confirmada a presenca in situ dessa

~ (13,14
exacerbacdo! ¥

Apesar disso, a interagdo de estatina e atividade fisica representa uma
interessante estratégia terapéutica, visto que nessas condi¢des a alteracdo nos niveis
lipidicos séricos € mais significante que o uso isolado da estatina'>'®. Todavia, ndo se
pode descartar a existéncia das lesdes musculares, fazendo-se assim necessdrio o estudo
de novas estratégias terapéuticas, visando a manutencdo das alteragdes lipidicas

associada ao menor comprometimento da musculatura.

Na prética clinica, frente a ocorréncia dos sintomas musculares associados ou
nao ao aumento dos niveis de creatina quinase (CK), as condutas indicadas sdo a
. - .. L, . . 4.5 .
interrup¢io da atividade fisica ou do uso da estatina®”. Apesar de se saber que tais

4.8)

atitudes proporcionam a melhora dos sintomas musculares ™, ndo existem estudos in

situ da resposta muscular a descontinuidade de medicamento ou da atividade fisica.

Sendo assim, visamos com esse trabalho analisar o efeito da interrup¢ao do uso
da estatina associada a continuidade de atividade fisica no musculo esquelético de ratos
ndo portadores de hipercolesterolemia, realizando tanto a avaliacdo dos aspectos
bioquimicos relacionados a musculatura, como a avaliagdo in situ. Optamos por essa
estratégia terapéutica devido as intimeras evidéncias dos beneficios da atividade fisica
tanto na melhora do perfil lipidico como na saide como um todo; € hipotese desse
estudo a ocorréncia da reducdo ou reparacao das alteracdes musculares pela retirada do

uso do medicamento.

Materiais e métodos
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Os procedimentos adotados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia (UNESP — Processo n°
64/2009), e seguiram os “Principios Eticos na Experimentacio Animal” adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados 56 ratos machos, da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com cinco meses de idade, os quais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno com quatro animais, em ambiente com
temperatura (22 + 2 °C) e umidade (50 = 10%) controladas, e ciclo claro/escuro de 12
horas (7-19h). Os ratos foram alimentados com racdo comercial padrdo para roedores
(Primor® - Moinho Primos S.A.) e dgua ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 14 animais, sendo constituidos
como se segue: Placebo Sedentdrio (PS); Placebo Exercitado (PE); Medicamento
Sedentario (MS); e Medicamento Exercitado (ME). A formag¢do dos grupos foi
determinada pelos resultados da fase de sele¢do de corredores do programa de atividade
fisica, na qual os animais que apresentaram resposta positiva ao estimulo de corrida em
esteira foram alocados nos grupos de atividade fisica. Este critério foi baseado em

estudos prévios'!”'¥

e tem por objetivo evitar viés nos resultados, assegurando que o
estresse do animal foi em resposta ao esfor¢o e nao a outros fatores. Além disso, tomou-
se o cuidado de obter o equilibrio de peso corporal entre os grupos, o que foi verificado
pela auséncia de diferencas estatisticas no valor inicial desta varidvel (p=0,625).

Dentro de cada grupo, oito animais foram sacrificados apds quatro semanas de
intervengdo, sendo que os seis restantes foram submetidos a um periodo de
descontinuidade do uso do medicamento ou placebo, com continuidade da atividade

fisica (PE e ME) por mais duas semanas. Nessa fase, a escolha dos animais foi aleatéria

e realizada por um pesquisador que ndo fazia parte da pesquisa.
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O tempo das intervencdes foi estipulado a partir dos efeitos do medicamento na
musculatura esquelética. De acordo com estudos prévios, apés 10 dias de uso das

6,7

estatinas ja pode ser verificada a ocorréncia de lesdes musculares em ratos ", sendo

que a maior parte das queixas de sintomas musculares pelos pacientes ocorre no

® o que justifica a escolha de 4 semanas de interven¢do. Quanto ao

primeiro més de uso
periodo de descontinuidade, ndo hd um consenso sobre o tempo necessdrio para a
recuperacdo da musculatura e, portanto, optamos verificar a resposta muscular apds 2
semanas sem o uso do medicamento.

Os grupos medicados receberam Atorvastatina Célcica (Lipitor®, Pfizer) via
oral, pelo método de gavagem, sete dias na semana, durante quatro semanas. A dose

utilizada foi de 10 mg/Kg/dia"'¥

, € foi calculada a partir da média de peso corporal do
grupo de estudo, tendo sido feito o reajuste semanal conforme a mudanca de peso
corporal dos animais. O medicamento foi preparado a partir de sua maceragdo e
posterior dissolu¢do em veiculo composto de Hidroxipropil Metilcelulose (HPMC) a
0,5 %(6’7’“’14), sendo administrado um volume de 2 mL por animal.

Os animais dos grupos ndao medicados (PS e PE) receberam solugdo placebo,
constituida pelo mesmo meio de suspensio do medicamento (HPMC — 0,5%)"Y; a
administracdo do placebo foi feita via gavagem, 7 dias na semana por 4 semanas, €
volume de 2 mL por animal. Ambos, medicamento e placebo, foram administrados no
periodo da manha, sempre 30 minutos antes de iniciar o programa de atividade fisica".

A atividade fisica foi realizada em uma esteira rolante para animais de pequeno
porte, com velocidade fixada em 9,75 metros por minuto, sem adi¢do de inclinacdo. O

protocolo utilizado foi baseado no trabalho de Padulla et al (2006)"”, e compreendeu

trés fases:
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I) Fase de Sele¢do dos Corredores: Consistiu em 3 dias consecutivos de 5
minutos de caminhada em esteira, com a finalidade de identificar os animais mais aptos
a realizar o esfor¢o, os quais foram distribuidos nos grupos dos animais que praticaram
atividade fisica.

IT) Fase de Adaptacdo: Consistiu em sessoes didrias de caminhada com
duracdo de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos durante os cinco primeiros dias de experimento,
com a finalidade de adaptacdo dos animais ao programa de atividade fisica.

III) Programa de Atividade Fisica: Consistiu em sessdes didrias de 60
minutos de exercicio em esteira, cinco dias por semana, durante quatro semanas. Os
animais da fase de descontinuidade permaneceram neste programa por mais duas
semanas, totalizando seis semanas de atividade fisica.

O desempenho dos animais foi monitorado todos os dias durante a sessdo,
observando-se a presenga de recusa ao exercicio ou o instinto de fuga, uma vez que tais
comportamentos poderiam indicar a presenca de desconforto ou fraqueza no membro
afetado. A quantidade de animais que apresentaram tal caracteristica no decorrer do

o o 11
programa e a frequéncia de ocorréncia desses comportamentos foram relatadas''".

Ap6s os periodos de intervengdo previamente determinados, foram coletados 2
mL de sangue dos animais, os quais foram utilizados para mensuracdo das enzimas
marcadoras de lesdo muscular (Creatina Fosfoquinase — CK) e de lesdo hepatica
(Aspartato Aminotransferase — AST e Alanina Aminotransferase — ALT). As andlises
foram feitas pelo método cinético (UV-IFCC), utilizando o analisador bioquimico
Opera (Bayer®) e kits reagentes da Labtest®. Para todas as anélises adotou-se 12 horas
de jejum e 72 horas de repouso, a fim de se obter os resultados do estado basal do

animal.
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Imediatamente apds a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados pelo
método de decapitacdo em guilhotina, seguida da retirada da musculatura esquelética.
Foram retirados os musculos sé6leo, gastrocnémio e extensor longo dos dedos (EDL) do
membro pélvico direito, que foram pesados e, posteriormente, congelados em n-Hexano
resfriado e estocados em bujdo de nitrogénio liquido a -180°. Para o congelamento
foram reservadas as por¢des do ventre central dos musculos séleo e EDL, sendo que o
miusculo gastrocnémio foi fragmentado em suas porcdes superficial e profunda, tendo
sido reservado para andlise o ventre central da porcdo superficial (Gastrocnémio
Superficial - GS). Estes miusculos foram escolhidos devido as suas diferencas
metabdlicas, ou seja, musculos predominantemente oxidativos (séleo) ou glicoliticos
(EDL e GS), uma vez que estudos prévios verificaram seletividade muscular na ac¢do da

estatina®'?,

Para preparacdo das 1aminas os fragmentos musculares foram seccionados pelo
método de cortes semi seriados, com obtencdo de 3 cortes de 8um a cada 50 pum; tais
seccoes foram realizadas em micrétomo criostato (HM 505 E - Microm) a -20°C. Os
cortes obtidos foram corados pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE) e submetidos
ao método histoquimico de demonstracdo da atividade Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Tetrazélio Reductase (NADH—TR)QO); as analises das laminas foram
feitas no microscépio 6tico Zeiss Jenapol (Carl Zeiss®).

Os cortes em HE foram utilizados para andlise qualitativa, na qual se avaliou a
morfologia geral do fragmento observando-se a forma e o tamanho das fibras, a posi¢ao
dos ntcleos, a coloracdio do sarcoplasma, presenca de splitting e de processos
degenerativos. A gravidade da degeneracdo foi graduada subjetivamente em minima,
leve, moderada e intensa, baseada na intensidade e/ou drea das mudangas degenerativas

por corte realizado'”! b,
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Os cortes com reagdo histoenzimoldgica para NADH-TR foram utilizados para
verificacdo da funcdo mitocondrial, avaliando-se a intensidade da reacdo pelo teor de
formazana no sarcoplasma, que indica a presenca da atividade oxidativa®”. Além disso,
fez-se a andlise quantitativa, que consistiu na contagem e na avaliacdo morfométrica do
menor diametro das diferentes fibras musculares, com finalidade de avaliar a ocorréncia
de hipertrofia ou atrofia nas fibras musculares®” (software Image Pro-Plus - Media
Cybernetics, Silver Spring, MD).

Para a anédlise do menor didmetro do musculo séleo utilizou-se o valor médio da

medida de 120 fibras por animal®”

, ndo havendo diferenciacdo dos tipos de fibra uma
vez que foi considerado totalmente oxidativo. Para os musculos EDL e GS, foi feita a
mensuragdo e contagem de todas as fibras da sec¢@o escolhida, tendo sido utilizado para
andlise também o valor médio das medidas obtidas para cada tipo de fibra por animal.

No GS foram considerados apenas as fibras tipo I e tipo II, sem fazer distin¢cdes entre

IIa ou IIb.

Os dados quantitativos obtidos foram analisados pelo programa estatistico SPSS
13.0 for Windows, e foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade
(Shapiro-Wilk). A partir dos resultados da normalidade, a diferenca entre os grupos foi
mensurada pela anédlise de variancia (ANOVA-One Way) para dados normais, seguido
do p6s teste de Tukey, ou pelo teste de Kruskal-Wallis para dados ndo normais. Para

todas as andlises utilizou-se nivel de significancia de p<0,05.

Resultados

Durante o protocolo experimental foram a 6bito trés animais do grupo medicado
e exercitado; um deles apresentou inquietude na prética da atividade fisica na parte da

manha, caracterizada pelo instinto de fuga, indo a 6bito no periodo da tarde. Dentre os
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demais animais, um ocorreu sem causa aparente, € 0 outro com suspeita de pneumonia.
Estes animais foram repostos. J4 no grupo placebo sedentdrio, dois animais ndo
resistiram ao procedimento da puncao cardiaca no T1, porém ndo foram repostos; assim,
este grupo ficou com apenas 12 animais, tendo sido prejudicada a fase de

descontinuidade, uma vez que contou com apenas 4 animais.

Observacoes clinicas

A observacdo dos sinais clinicos associados a atividade fisica em esteira indicou
a presenca de comportamentos de fuga ou recusa ao esfor¢o pelos animais, que podem
indicar desconforto ou fraqueza dos membros; porém, tanto o nimero de ocorréncias
quanto o nimero de animais acometidos por esse comportamento foram reduzidos em
todos os grupos estudados, ndo se podendo afirmar que as intervengdes interferiram na

pratica da atividade fisica (Tabela 1).
INSERIR TABELA 1

Parametros bioquimicos

Os valores obtidos nas varidveis bioquimicas creatina fosfoquinase (CK),
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) estdo apresentados
na figura 1. Verificou-se que as varidveis apresentaram alto valor de desvio padrio,
sendo que a andlise de variancia indicou que ndo houve diferencga significante entre os

grupos em nenhuma das trés varidveis estudadas.

INSERIR FIGURA 1

Efeitos no peso corporal e muscular

A andlise da comparacdo do peso corporal final, bem como do peso dos

musculos séleo, gastrocnémio e EDL entre os diferentes grupos estudados, indicou que
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nao houve diferenca entre os grupos nas quatro semanas de utilizacdo do medicamento,
independente da intervencdo. Além disso, a descontinuidade do medicamento ou
placebo ndo alterou significantemente os valores de pesos, também nao havendo

diferencas entre os diferentes grupos estudados (tabela 2).

INSERIR TABELA 2

Efeitos na histologia muscular

A andlise das laminas indicou que os animais de todos os grupos, em ambos 0s
periodos, apresentaram alteracdes caracterizadas por infiltrados inflamatérios
perimisiais e endomisiais, fibras em processo degenerativo, e presenga de nucleos
internalizados e splittings (figura 2). Verificou-se que a quantidade de fibras que
apresentaram estas altera¢des foi maior nos animais exercitados, tanto placebo quanto
medicado, em ambos os periodos de intervengao, acometendo principalmente o musculo
séleo; nestes, verificou-se uma incidéncia de 10 a 20% de ndcleos internalizados, além
de cerca de 20 a 30 fibras em processo de splitting por animal em toda extensdo do

corte.

INSERIR FIGURA 2

A andlise quantitativa dos aspectos morfolégicos, apresentados na tabela 3,
confirma que o musculo séleo foi o mais comprometido, tanto no que diz respeito a
quantidade de animais que apresentaram alteracdes, quanto na intensidade com que elas
ocorreram. Verificou-se que o comprometimento das fibras foi diretamente relacionado
ao tipo de intervencdo a que o animal foi exposto, apresentando também diferencas no
padrao de alteragdes. Nesse sentido, os animais exercitados placebo ou medicados

apresentaram alteracdes mais intensas, e o grau de degeneracdo variou de minimo a
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moderado, comparado aos animais somente medicados, o qual variou de minimo a leve.

Essa tendéncia foi mantida mesmo ap6s o periodo de descontinuidade do medicamento.

INSERIR TABELA 3

Nos demais tecidos, verificou-se que o EDL foi o menos atingido, apresentando
intensidade minima de degeneracdo em todos os grupos em ambos os periodos de
intervenc¢do. Tal caracteristica foi semelhante no musculo gastrocnémio superficial, se
diferenciando apenas pela maior quantidade de animais acometidos por processo
degenerativo, e pela presenca de degeneracdo leve no animal 48 no periodo de quatro

semanas.
Efeitos na histoquimica muscular

A andlise das 1aminas com reagdo de NADH-TR indicou que houve alteragdes
leves na maior parte dos grupos estudados. De maneira geral, para todos os musculos a
reacdo obtida foi homogénea, apresentando agregados de formazana principalmente nas

fibras oxidativas (Figura 3).

Dos trés musculos estudados, o séleo foi o que mais apresentou fibras com perda
de atividade enzimadtica, ocorrendo com maior frequéncia e intensidade nos grupos
exercitados, tanto placebo quanto medicados, em ambos os periodos de 4 semanas e de
descontinuidade. Pdde-se verificar que estas alteracdes estiveram mais presentes nas

fibras que sofreram splittings.

INSERIR FIGURA 3

Por sua vez, o misculo EDL apresentou menor quantidade de fibras com perda
de reacdo, porém grande parte dos animais medicados e exercitados apresentou

agregados de formazana em posi¢do subsarcolemal bem intensos. Em contrapartida,
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poucas alteragdes foram encontradas no GS, sendo os grupos exercitados placebo ou

medicamento os mais acometidos.
Morfometria muscular

A medida de menor didmetro das fibras dos diferentes musculos estudados foi
feita a partir da reacdo histoquimica de NADH-TR, considerando as diferencas
metabolicas de cada um. Os valores de didmetro bem como a porcentagem de cada tipo
de fibra em cada musculo sdo apresentados como média seguida do respectivo desvio-

padrao na tabela 4.
INSERIR TABELA 4

De acordo com os resultados da anélise de variancia, verificou-se que nao houve
diferenca nos valores de menor didmetro entre os diferentes grupos estudados apds o
periodo de quatro semanas de intervencao, bem como ap6s a descontinuidade do uso do
medicamento ou placebo. Além disso, verificou-se que as intervengdes utilizadas ndo
exerceram influéncias na porcentagem dos tipos de fibra nos musculos EDL e GS, uma

vez que nao houve diferenca significante entre os grupos experimentais.

Discussao

Verificou-se nesse estudo o efeito de um programa de atividade fisica associada
ou ndo ao tratamento com estatina, bem como a descontinuidade do medicamento com a
continuidade do esforco, por meio de parametros bioquimicos relacionados a condi¢ao
muscular, além de avalia¢des qualitativas e quantitativas da morfologia do tecido e da

histoquimica relacionada a fun¢ao mitocondrial.

Apesar da creatina fosfoquinase (CK) ser o parametro clinico recomendado para

identificacio e acompanhamento das injirias musculares pelas estatinas”, ainda hd
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muita controvérsia acerca de seu uso. Isso porque os estudos mostram que ndo hd uma
relacdo estabelecida entre as manifestacdes clinicas e os valores de CK encontrados nos
pacientes, podendo haver manifestacdes clinicas sem aumento das enzimas, assim como

) . ~ f (2122
aumento das enzimas sem manifestacdes clinicas*'*?.

Os resultados da enzima CK obtidos neste estudo vém reforcar essa discussao,
visto que ndo foram encontrados valores aumentados de CK para os grupos que
apresentaram alteracdes mais intensas na morfologia muscular. Além disso, a analise de
variancia indicou que ndo houve diferenca significante entre os grupos estudados,
indicando que o uso de estatina ndo elevou os niveis de CK. Apesar de essa varidvel ter
apresentado um desvio padrido elevado, o que poderia ter influenciado os resultados
estatisticos encontrados, a auséncia de elevacdo de CK poderia estar relacionado a

forma de lesdo provocada pelas estatinas.

De maneira geral as lesdes musculares desencadeadas pelo uso das estatinas
estdo restritas ao espago intracelular, envolvendo principalmente o sistema de tibulos T

22
sem comprometer o sarcolema( )

. Visto que a CK € uma enzima intracelular, somente a
lesdo sarcolemal poderia acarretar no seu extravasamento para o meio extracelular e,

consequentemente, no aumento de seus niveis séricos; como a estatina ndo lesa

sarcolema, justifica-se o ndo aumento desses niveis.

Nesse sentido, a andlise direta do tecido muscular, quando possivel, se faz de
extrema importancia, uma vez que se pode avaliar com maior fidedignidade a presenca
de lesdes e sua intensidade. No caso do uso das estatinas, alguns trabalhos que
avaliaram seus efeitos sobre o tecido muscular verificaram a presenca de alteracdes
degenerativas como necrose e fagocitose, ocorrendo cerca de dez dias apds seu uso e
acometendo principalmente as fibras do tipo b*". Verificou-se ainda que nestas fibras

a mitocOndria é a primeira organela que apresenta alteracdes morfoldgicas, porém os
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autores ndo conseguiram encontrar justificativas para a seletividade da lesdo por
estatinas. Além disso, nesses estudos houve aumento dos niveis de CK apds o décimo
dia do uso das estatinas, fato que pode estar relacionado a dose de estatina administrada,

. . e L. . 7
visto que em ambos foi utilizada a méxima dose tolerada de rosuvastatina'”,

. . . . (6
sinvastatina e cerlvastatma( ).

No presente estudo verificou-se que os animais medicados (MS) apresentaram
alteracoes histolégicas mais intensas que os animais que usavam placebo (PS). Apesar
das evidéncias, as formas de desencadeamento de lesdo muscular por estatina ndo sao
bem definidas, havendo teorias sobre as alteracOes na excitabilidade da membrana
celular, devido a reducdo da quantidade de colesterol de membrana; alteracoes
mitocondriais, devido a reducdo de intermedidrios da cadeia respiratdria (Ubiquinona —
Coenzima Q10); e ocorréncia de apoptose, devido ao aumento de cdlcio citosdlico e,

o C . 1(23.24
consequentemente, ativacio de sua sinalizacdo via mitocondrial *>*?.

As evidéncias das pesquisas indicam que provavelmente o prejuizo mitocondrial

poderia interferir na regulacdo do cdlcio citosélico, causando apoptose e degeneracao
. (232

das fibras musculares pelas estatinas® % De fato, alguns trabalhos apontam que o uso

) .. . 167,26
das estatinas acarreta em lesdo mitocondrial®’®.

No presente trabalho, a atividade mitocondrial foi analisada pela reacio NADH-
TR mostrando que nos animais medicados houve maior ocorréncia de fibras com perda
de reacdo em relacdo aos animais placebo, indicando efeito do medicamento na
mitocOndria. Entretanto, as alteragdes morfoldgicas e histoquimicas ocorreram com
maior frequéncia e intensidade nos animais exercitados, principalmente com uso de

medicamento.

N

A atividade fisica por si sO estd relacionada a ocorréncia de microlesdes na

L (27,28
musculatura esquelética que, por sua vez, causam processos adaptativos®?®,
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modificando tanto a forma como a estrutura das fibras, bem como promovendo resposta
inflamatéria. Nesse sentido, os resultados da presente pesquisa sugerem que o tecido
muscular estd em processo de adaptacdo ao maior estresse imposto pela associacdo de
dois fatores lesivos, sendo que tais alteracdes podem estar relacionadas ao fornecimento
energético celular uma vez que foram encontradas alteracdes mitocondriais, fatos

verificados pelas andlises histolégica e histoquimica.

Na pesquisa de Seachrist et al. (2005)"'”, desenvolvida a fim de verificar os
mecanismos desta exacerbacdo da lesdo muscular, foi estudado o efeito da
administracdo de cerivastatina concomitante a pritica de exercicio em esteira na
musculatura de ratos. Os autores verificaram que esta interacdo acarretou na
exacerbacdo das alteracdes, que foram caracterizadas como moderadas e incluiu
presenca de nucleos internalizados, fragmentacio de sarcoplasma, vacuolos, presenca de
infiltrado de células inflamatdrias, degeneracdo e lesdo de mitocondria principalmente
nas fibras tipo II, sendo esta o efeito primdrio da estatina na fibra. De acordo com os
autores, os resultados obtidos indicaram que a exacerba¢do da lesdo muscular observada
ndo ocorreu em decorréncia de maior concentracdo do medicamento na musculatura
ativa, mas sim pelo metabolismo oxidativo prejudicado, uma vez que a lesdo
mitocondrial se fez presente .

No presente estudo, verificou-se que as alteracdes morfolégicas encontradas

estdo de acordo com as alteracdes do trabalho de Seachrist et al. (2005)""

, onde se
verificou maior intensidade das degeneracdes para o grupo medicado e exercitado em
comparacdo com os demais grupos. Todavia, algumas diferencas podem ser destacadas,

como a menor intensidade das alteracdes relatadas no presente estudo, assim como o

musculo mais afetado possuir caracteristica metabdlica predominantemente oxidativa.
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Essas diferencas observadas entre os estudos podem estar relacionadas tanto ao
medicamento utilizado quanto a intensidade do exercicio a que o animal foi exposto. No
trabalho supracitado'" a estatina administrada foi a cerivastatina, a qual foi retirada do
mercado em 2006 pela alta taxa de 6bito por rabdomidlise associada ao seu uso; além
disso, os autores optaram por utilizar uma concentracdo de medicamento previamente
verificada como promotora de graves lesdes musculares. Quanto ao esfor¢o realizado,
utilizou-se uma intensidade de 20 m/min em esteira, enquanto que no presente estudo a
velocidade ndo atingia os 10 m/min.

De maneira geral, € descrito na literatura que a descontinuidade do medicamento
leva a cessacdo das alteragdes musculares ocasionadas pelo seu uso™>*. De fato, apos
duas semanas de descontinuidade do medicamento verificou-se que os animais
sedentdrios apresentaram menos alteracoes em relacdo aos animais medicados
sacrificados apds 4 semanas e, portanto, que ndo sofreram descontinuidade. Por sua vez,
0s animais que continuaram se exercitando apresentaram mesmo padrdo de alteracdes
que aqueles que foram medicados por 4 semanas, sem descontinuidade, se
diferenciando apenas pela maior quantidade de fibras com presenca de nucleos
internalizados e splittings.

Assim, apesar da intensidade das alteragdes ndo ter sofrido modificacdes, a
maior presenca de nucleos internalizados e splittings pode ser indicativo de processos
regenerativos das fibras destes animais, sugerindo que a continuidade do esforco apds
cessacdo do medicamento ndo apresenta danos adicionais a musculatura, podendo tal
estratégia ser utilizada nos casos em que a terapéutica medicamentosa possa ser

interrompida.

A conduta acima proposta se faz interessante visto que a prética de atividade

fisica também estd relacionada a adequacao do perfil lipidico, podendo reduzir os niveis
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de triglicérides, colesterol total e suas fracdes maléficas, bem como aumentar os niveis
da sua fracdo benéfica. Dessa forma, além da otimizacdo dessas alteracdes por meio do

. . . . L, . 15.16
uso conjunto de estatinas e atividade fisica''>'®’

, a cessacdo do medicamento com a
continuidade do esfor¢o poderia resultar em melhora ou, no minimo, manuten¢do dos

niveis lipidicos, sendo esta uma proposta pertinente de estudo.

Em sintese, a descontinuidade do uso do medicamento com a continuidade da
atividade fisica leve resultou na manutencdo das alteragdes musculares verificadas nos
animais submetidos a essa combinagdo, estimulando ainda processos regenerativos da
musculatura considerados respostas normais ao exercicio, caracterizando assim um
quadro benéfico ao organismo. Tais resultados sugerem que a pratica de atividade fisica
leve pode ser coadjuvante no tratamento com as estatinas, podendo, no ambito

muscular, ser mantida mesmo com a cessagdo do seu uso.
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TABELA 1.

Tabela 1. Observacoes clinicas durante a caminhada na esteira.

Intervencoes
Observacoes Placebo  Atorvastatina Descontinuidade Descontlnuu.iade
Placebo Atorvastatina
Recusa ou fuga ao Esforco®
# Observacoes 3 3 4 7
# Animais 1° 3 1° 1

“Animais que tentavam sair de suas raias e da esteira ou que ficavam apenas apoiados

no final da esteira durante a realiza¢do do esforco; Ph=8;‘n=6.
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FIGURA 1.
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Figura 1. Parametros bioquimicos séricos (U/L) apds as intervengdes.

PS = Placebo Sedentario; PE = Placebo Exercitado; MS = Medicamento Sedentario;
ME = Medicamento Exercitado; PS_D = Placebo Sedentario Descontinuidade; PE_D =
Placebo Exercitado Descontinuidade; MS_ D = Medicamento Sedentario

Descontinuidade; ME_D = Medicamento Exercitado Descontinuidade.



TABELA 2.

Tabela 2. Peso corporal e muscular dos grupos estudados apds intervengdes.
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Grupos Peso Corporal (g) Séleo (g) GS (g) EDL (g)
4 semanas de medicamento
PS 467,81+£57,60 0,22+0,03 3,00+0,38 0,20+0,03
PE 433,04+25,01 0,23+0,03 2,56+0,16 0,20+0,02
MS 448,00+£54,51 0,23+0,04 2,82+0,40 0,21+0,03
ME 478,35+31,67 0,25+0,02 2,98+0,22 0,22+0,02
Descontinuidade do medicamento
PS 486,18+33,72 0,23+0,02 2,85+0,10 0,22+0,02
PE 479,58+45,94 0,27+0,03 2,98+0,30 0,20+0,05
MS 475,90+£39,70 0,22+0,04 2,7240,32 0,20+0,03
ME 430,38+59,95 0,21+0,04 2,56+0,31 0,17+0,05

PS = Placebo Sedentirio; PE = Placebo Exercitado; MS = Medicamento Sedentario;

ME = Medicamento Exercitado.



FIGURA 2

Figura 2. Seccao transversal do musculo séelo (A-D), extensor longo dos dedos (EDL -
E e F) e gastrocnémio superficial (G e H). Amostras dos animais placebo exercitado (A
e E) e descontinuidade (B); estatina exercitado (C e G) e descontinuidade (D, F e H).
Hemattoxilina e Eosina (HE). In = Infiltado Inflamatério; * = Fibra em degeneragdo;

Seta cheia = Nucleo Internalizado; Seta Vazada = Splitting. 500X.
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TABELA 3

Tabela 3. Incidéncia e severidade das alteragdes degenerativas das fibras musculares

dos grupos estudados.
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Sd6l = Séleo; EDL = Extensor Longo dos Dedos; GS = Gastrocnémio Superficial. No An
= Nimero do Animal. Vermelho = Presenca de Necrose. Azul = Auséncia de Necrose.
*Minima alteracdo; **Leve alteracdo; ***Moderada alteracao.



FIGURA 3.

Figura 3. Seccdo transversal do misculo séelo (A-F) e extensor longo dos dedos (EDL
- G e H). Amostras dos animais placebo exercitado (A e G) e descontinuidade (B);
estatina sedentdrio (C) e descontinuidade (D); estatina exercitado (E) e descontinuidade

(F e H). NADH-TR. Setas = Fibras com perda de reagcdo. 500X.
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TABELA 4

Tabela 4. Valores do menor diametro das fibras (um) dos musculos estudados.
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EDL GS
Sél
I %1 ITA % 11A 1IB %11B I II %11

4 semanas de medicamento

X 5441 31,67 21,21 39,52 38,50 56,50 40,29 43,61 59,49 97,87
* DP 3,85 2,80 4,64 3,90 10,01 5,02 10,01 5,80 5,02 1,91

X 54,62 30,24 20,71 36,57 33,67 52,20 45,62 42,57 56,33 96,43
e DP 4,96 1,62 6,70 3,32 12,78 3,73 16,54 8,30 5,37 4,62

X 51,33 30,86 21,68 38,44 31,81 54,51 46,50 44,02 59,74 98,44
MS DP 5,29 2,52 3,13 4,20 7,35 3,36 8,57 7,77 3,86 3,73

X 56,94 3354 17,06 40,05 28,40 59,88 54,54 46,20 61,13 94,35
ME DP 3,89 3,17 6,12 4,91 9,23 4,44 11,45 5,26 4,41 5,70
Descontinuidade do medicamento

X 48,60 31,36 20,24 37,35 38,89 59,86 40,87 40,52 57,09 98,05
r DP 14,55 1,67 5,15 2,22 12,98 7,88 9,90 0* 2,81 3,38

X 57,48 31,75 22,75 40,13 25,98 59,08 51,26 43,82 56,14 93,88
e DP 3,25 1,32 8,77 1,93 14,15 5,57 21,22 2,50 1,65 9,33

X 54,17 3393 17,07 40,84 31,36 60,91 51,56 44,33 59,29 98,59
Mo DP 4,82 2,70 2,75 2,74 8,96 4,08 9,30 8,09 3,50 1,09

X 52,00 32,39 18,54 40,87 27,19 57,76 54,27 41,73 57,56 93,52
ME DP 2,92 2,59 4,94 3,22 5,76 10,17 491 3,61 5,19 3,60

*Apenas um animal apresentou fibras tipo I e, portanto, ndo hd desvio padrdo. Sél = Séleo; EDL

= Extensor Longo dos Dedos; GS = Gastrocnémio Superficial. PS = Placebo Sedentério; PE =

Placebo Exercitado; MS = Medicamento Sedentario; ME = Medicamento Exercitado.



Conclusoes
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Em sintese, tomando o conjunto de resultados obtidos, o presente
trabalho verificou que a adi¢cdo da atividade fisica ao tratamento com estatinas
alterou de forma positiva os niveis lipidicos sanguineos, destacando-se o
aumento significante de HDL-c, levando a ocorréncia de alteracées musculares
de leves a moderadas. Além disso, verificou-se que a descontinuidade do
medicamento com a continuidade da atividade fisica permitiu que néao
houvesse aumento das concentracdes séricas dos lipidios, levando a melhora
das alteracbes musculares estimulando processos regenerativos da
musculatura.

Tais resultados sugerem que o uso da estatina em conjunto com a
pratica de atividade fisica promove efeitos benéficos no perfil lipidico que séao
sustentados até mesmo apds a descontinuidade do farmaco, a qual também
ameniza as alteragdes musculares provenientes desta interacdo. Sendo assim,
pode-se considerar a pratica de atividade fisica leve um coadjuvante no
tratamento com as estatinas, que podera ser mantida mesmo com a cessacao
do seu uso em casos onde haja a presenca de lesdes musculares pelo

medicamento.
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REVISTA DE NUTRICAO

- INSTRUCOES AOS AUTORES —

Escopo e Politica

A Revista de Nutricao/Brazilian Journal of Nutrition é um periodico especializado
que publica artigos que contribuem para o estudo da Nutricdo em suas diversas subareas e
interfaces; com periodicidade bimestral, estd aberta a contribuicdes da comunidade cientifica
nacional e internacional.

Categoria dos Artigos

A Revista aceita artigos inéditos em portugués, espanhol ou inglés, com titulo, resumo
e termos de indexa-¢ao no idioma original e em inglés, nas seguintes categorias:
Original: contribuicées destinadas a divulgacao de resultados de pesquisas inéditas, tendo em
vista a relevancia do tema, o alcance e o conhecimento gerado para a area da pesquisa (limite
maximo de 6 mil palavras).
Especial: artigos a convite sobre temas atuais (limite maximo de 7 mil palavras).
Revisao (a convite): sintese de conhecimentos disponiveis sobre determinado tema, mediante
andlise e interpretacdo de bibliografia pertinente, de modo a conter uma analise critica e
comparativa dos trabalhos na &rea, que discuta os limites e alcances metodolégicos, permitindo
indicar perspectivas de continuidade de estudos naquela linha de pesquisa (limite maximo de 8
mil palavras). Serdo publicados até dois trabalhos por fasciculo.
Comunicacao: relato de informagdes sobre temas relevantes, apoiado em pesquisas recentes,
cujo mote seja subsidiar o trabalho de profissionais que atuam na area, servindo de
apresentacao ou atualizagdo sobre o tema (limite maximo de 5 mil palavras).
Nota Cientifica: dados inéditos parciais de uma pesquisa em andamento (limite maximo de 4
mil palavras).
Ensaio: trabalhos que possam trazer reflexdo e discussdo de assunto que gere
qguestionamentos e hipéteses para futuras pesquisas (limite maximo de 5 mil palavras).
Secao tematica (a convite): secido destinada a publicacdo de 2 a 3 artigos coordenados entre
si, de diferentes autores, e versando sobre tema de interesse atual (maximo de 12 mil palavras
no total).
Pesquisas envolvendo seres vivos
Resultados de pesquisas relacionadas a seres vivos devem ser acompanhados de copia do
parecer do Comité de Etica da InstituicAdo de origem, ou outro credenciado junto ao Conselho
Nacional de Salde. Além disso, devera constar, no Ultimo paragrafo do item Métodos, uma
clara afirmacdo do cumprimento dos principios éticos contidos na Declaracdo de Helsinki
(2000), além do atendimento a legislagdes especificas do pais no qual a pesquisa foi realizada.
Nos experimentos com animais devem ser seguidos os guias da Instituicdo dos Conselhos
Nacionais de Pesquisa sobre o0 uso e cuidado dos animais de laboratério.
Registros de Ensaios Clinicos
Artigos com resultados de pesquisas clinicas devem apresentar um numero de identificacao em
um dos Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) e do Intemational Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), cujos
enderecos estdo disponiveis no site do ICMJE. O numero de identificagéo devera ser registrado
ao final do resumo.

Procedimentos Editoriais

Autoria
O numero de autores deve ser coerente com as dimensdes do projeto. O crédito de autoria
devera ser baseado em contribuicées substanciais, tais como concepg¢ao e desenho, ou anélise
e interpretacao dos dados. Nao se justifica a inclusdo de nomes de autores cuja contribuicdo
ndo se enquadre nos critérios acima, podendo, neste caso, figurar na secao Agradecimentos.
Os manuscritos devem conter, na pagina de identi-ficacao, explicitamente, a contribuicdo de
cada um dos autores.

Processo de julgamento dos manuscritos
A revisdo dos textos submetidos a Revista, que atenderem a politica editorial, so6 tera inicio se
0s manuscritos encaminhados estiverem de acordo com as Instrugdes aos Autores. Caso
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contrario, serdao devolvidos para adequacdo as normas, inclusdo de carta ou de outros
documentos eventualmente necessarios.

Recomenda-se fortemente que o(s) autor(es) busque(m) assessoria linglistica profissional
(revisores e/ou tradutores certificados em lingua portuguesa e inglesa) antes de submeter(em)
originais que possam conter incorre¢cdes e/ou inadequagbes morfolégicas, sintaticas,
idiomaticas ou de estilo Devem ainda evitar o uso da primeira pessoa "meu estudo...", ou da
terceira pessoa do plural "percebemos....", pois em texto cientifico o discurso deve ser
impessoal, sem juizo de valor e na terceira pessoa do singular.

Originais identificados com incorre¢des e/ou inade-quagdes morfoldgicas ou sintaticas serao
devolvidos antes mesmo de serem submetidos a avaliagdao quanto ao mérito do trabalho e
a conveniéncia de sua publicagéo.

Aprovados nesta fase, os manuscritos serdo encaminhados aos revisores ad hoc selecionados
pelos editores. Cada manuscrito sera enviado para dois revisores de reconhecida competéncia
na tematica abordada. Em caso de desacordo, o original serd enviado para uma terceira
avaliacao.

O processo de avaliagdo por pares é o sistema de blind review, em procedimento sigiloso
quanto a identidade tanto dos autores quanto dos revisores. Por isso os autores deverdo
empregar todos os meios possiveis para evitar a identificagdo de autoria do manuscrito.

Os pareceres dos consultores comportam trés possibilidades: a) aceitacdo integral; b)
aceitacdo com reformulagbes; c) recusa integral. Em quaisquer desses casos, o autor sera
comunicado.

A decisao final sobre a publicagdo ou ndo do manuscrito é sempre dos editores, aos quais é
reservado o direito de efetuar os ajustes que julgarem necessarios. Na deteccao de problemas
de redacado, o manuscrito serd devolvido aos autores para as alteragcdes devidas; o trabalho
reformulado deve retornar no prazo maximo determinado.

Manuscritos aceitos: manuscritos aceitos poderédo retornar aos autores para aprovacao de
eventuais alteragbes, no processo de editoragdo e normalizagdo, de acordo com o estilo da
Revista.

Provas: serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a correcdo de erros de
impressdo. As provas devem retornar ao Nucleo de Editoragcdo na data estipulada. Outras
mudanc¢as no manuscrito original ndo seréo aceitas nesta fase.

Preparo do Manuscrito

Submissao de trabalhos
Seréo aceitos trabalhos acompanhados de carta assinada por todos os autores, com descri¢cdo
do tipo de trabalho e da area tematica, declaragao de que o trabalho esta sendo submetido
apenas a Revista de Nutricdo e de concordancia com a cessao de direitos autorais.
Caso haja utilizagédo de figuras ou tabelas publi-cadas em outras fontes, deve-se anexar
documento que ateste a permissao para seu uso.
Enviar os manuscritos para o Nucleo de Editoracao da Revista em quatro cépias, preparados
em espaco entrelinhas 1,5, com fonte Arial 11, acompanhados de copia em disquete ou CD-
ROM. O arquivo devera ser gravado em editor de texto similar ou superior & versdo 97-2003 do
Word (Windows). Os nomes do(s) autor(es) e do arquivo deverdo estar indicados no rétulo do
disquete ou CD-ROM.
Das quatro copias descritas no item anterior, trés deveréo vir sem nenhuma identificagdo dos
autores, para que a avaliagdo possa ser realizada com sigilo; porém, deverao ser completas e
idénticas ao original, omitindo-se apenas esta informagéo. E fundamental que o escopo do
artigo ndo contenha qualquer forma de identificacdo da autoria, o que inclui referéncia a
trabalhos anteriores do(s) autor(es), da instituicdo de origem, por exemplo.
O texto deverd ter de 15 a 20 laudas. As folhas deverdo ter numeragéo personalizada desde a
folha de rosto (que devera apresentar o numero 1). O papel devera ser de tamanho A4, com
formatacao de margens superior e inferior (no minimo 2,5cm), esquerda e direita (no minimo
3cm).
Os artigos devem ter, aproximadamente, 30 referéncias, exceto no caso de artigos de revisao,
que podem apresentar em torno de 50.
Todas as paginas devem ser numeradas a partir da pagina de identificacdo. Para
esclarecimentos de eventuais davidas quanto a forma, sugere-se consulta a este fasciculo.
Versao reformulada: a versdo reformulada devera ser encaminhada em trés cépias
completas, em papel, e em disquete ou CD-ROM etiquetado, indicando o numero do protocolo,
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o numero da versdo, o nome dos autores e o nome do arquivo. O(s) autor(es) devera(ao)
enviar apenas a ultima versao do trabalho.

O texto do artigo devera empregar fonte colorida (cor azul) para todas as alteragoes,
juntamente com uma carta ao editor, reiterando o interesse em publicar nesta Revista e
informando quais alteragdes foram processadas no manuscrito. Se houver discordancia quanto
as recomendacoes dos revisores, o(s) autor(es) deverdao apresentar os argumentos que
justificam sua posicao. O titulo e o cddigo do manuscrito deverao ser especificados.

Pagina de titulo: deve conter:

a) titulo completo - deve ser conciso, evitando excesso de palavras, como "avaliagao do....",
"consideragdes acerca de..." ‘estudo exploratorio....";

b) short title com até 40 caracteres (incluindo espagos), em portugués (ou espanhol) e inglés;
¢) nome de todos os autores por extenso, indicando a filiagéo institucional de cada um. Sera
aceita uma Unica titulagéo e filiagao por autor. O(s) autor(es) devera(ao), portanto, escolher,
entre suas titulagdes e filiagdes institucionais, aquela que julgar(em) a mais importante.

d) Todos os dados da titulacao e da filiagdo deverao ser apresentados por extenso, sem siglas.
e) Indicagé@o dos enderecos completos de todas as universidades as quais estdo vinculados os
autores;

f) Indicacdo de endereco para correspondéncia com o autor para a tramitagdo do original,
incluindo fax, telefone e endereco eletrdnico;

Observacao: esta devera ser a Unica parte do texto com a identificagdo dos autores.

Resumo: todos os artigos submetidos em portugués ou espanhol deverdo ter resumo no
idioma original e em inglés, com um minimo de 150 palavras e maximo de 250 palavras.

Os artigos submetidos em inglés deverao vir acompanhados de resumo em portugués, além do
abstract em inglés.

Para os artigos originais, os resumos devem ser estruturados destacando objetivos, métodos
bésicos adotados, informacao sobre o local, populacdo e amostragem da pesquisa, resultados
e conclusbes mais relevantes, considerando os objetivos do trabalho, e indicando formas de
continuidade do estudo.

Para as demais categorias, o formato dos resumos deve ser o narrativo, mas com as mesmas
informacoes.

O texto nao deve conter citagbes e abreviaturas. Destacar no minimo trés e no maximo seis
termos de indexacao, utilizando os descritores em Ciéncia da Saude - DeCS - da Bireme.
Texto: com excec¢do dos manuscritos apresentados como Revisdo, Nota Cientifica e Ensaio, os
trabalhos deverao seguir a estrutura formal para trabalhos cientificos:

Introducdo: deve conter revisdo da literatura atualizada e pertinente ao tema, adequada a
apresentacdo do problema, e que destaque sua relevancia. Ndo deve ser extensa, a ndo ser
em manuscritos submetidos como Artigo de Revisao.

Métodos: deve conter descricdo clara e sucinta do método empregado, acompanhada da
correspondente citagdo bibliografica, incluindo: procedimentos adotados; universo e amostra;
instrumentos de medida e, se aplicavel, método de validacao; tratamento estatistico.

Em relacédo a andlise estatisitca, os autores devem demonstrar que os procedimentos utilizados
foram ndo somente apropriados para testar as hipéteses do estudo, mas também corretamente
interpretados. Os niveis de significancia estatistica (ex. p<0,05; p<0,01; p<0,001) devem ser
mencionados. ]

Informar que a pesquisa foi aprovada por Comité de Etica credenciado junto ao Conselho
Nacional de Saude e fornecer o nimero do processo.

Ao relatar experimentos com animais, indicar se as diretrizes de conselhos de pesquisa
institucionais ou nacionais - ou se qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de
animais de laboratorio - foram seguidas.

Resultados: sempre que possivel, os resultados devem ser apresentados em tabelas ou
figuras, elaboradas de forma a serem auto-explicativas e com andlise estatistica. Evitar repetir
dados no texto.

Tabelas, quadros e figuras devem ser limitados a cinco no conjunto e humerados consecutiva
e independentemente com algarismos arabicos, de acordo com a ordem de mencéao dos dados,
e devem vir em folhas individuais e separadas, com indicacdo de sua localizagéo no texto. E
imprescindivel a informacéao do local e ano do estudo. A cada um se deve atribuir um titulo
breve. Os quadros e tabelas terdo as bordas laterais abertas.

O(s) autor(es) se responsabiliza(m) pela qualidade das figuras (desenhos, ilustragdes, tabelas,
quadros e gréficos), que deverdo permitir reducdo sem perda de definicdo, para os tamanhos



79

de uma ou duas colunas (7 e 15cm, respectivamente); nao é permitido o formato paisagem.
Figuras digitalizadas deverao ter extensdo JPEG e resolugdo minima de 300 DPI.

A publicacado de imagens coloridas, apds avaliagao da viabilidade técnica de sua reprodugéo,
serd custeada pelo(s) autor(es). Em caso de manifestagdo de interesse por parte do(s)
autor(es), a Revista de Nutricdo providenciara um orgamento dos custos envolvidos, que
poderao variar de acordo com o numero de imagens, sua distribuicdo em paginas diferentes e
a publicacdo concomitante de material em cores por parte de outro(s) autor(es).

Uma vez apresentado ao(s) autor(es) o orgamento dos custos correspondentes ao material de
seu interesse, este(s) devera(ao) efetuar depdsito bancario. As informagdes para o deposito
serdo fornecidas oportunamente.

Discussao: deve explorar, adequada e objetivamente, os resultados, discutidos a luz de outras
observagoes ja registradas na literatura.

Conclusao: apresentar as conclusdes relevantes, considerando os objetivos do trabalho, e
indicar formas de continuidade do estudo. Nao serao aceitas citacoes bibliograficas nesta
secao.

Agradecimentos: podem ser registrados agradecimentos, em paragrafo ndo superior a trés
linhas, dirigidos a instituicdes ou individuos que prestaram efetiva cola-boracao para o trabalho.
Anexos: deverdo ser incluidos apenas quando imprescindiveis a compreensao do texto.
Cabera aos editores julgar a necessidade de sua publicagao.

Abreviaturas e siglas: deverdo ser utilizadas de forma padronizada, restringindo-se apenas
aquelas usadas convencionalmente ou sancionadas pelo uso, acompanhadas do significado,
por extenso, quando da primeira citacao no texto. Nao devem ser usadas no titulo e no resumo.
Referéncias de acordo com o estilo Vancouver

Referéncias: devem ser numeradas consecutiva-mente, seguindo a ordem em que foram
mencionadas pela primeira vez no texto, conforme o estilo Vancouver.

Nas referéncias com dois até o limite de seis autores, citam-se todos os autores; acima de seis
autores, citam-se os seis primeiros autores, seguido de et al.

As abreviaturas dos titulos dos periodicos citados deverdo estar de acordo com o Index
Medicus.

Nao serao aceitas citacoes/referéncias de monografias de conclusao de curso de graduagao,
de trabalhos de Congressos, Simpédsios, Workshops, Encontros, entre outros, e de textos nao
publicados (aulas, entre outros).

Se um trabalho néo publicado, de autoria de um dos autores do manuscrito, for citado (ou seja,
um artigo in press), serd necessario incluir a carta de aceitagdo da revista que publicara o
referido artigo.

Se dados nao publicados obtidos por outros pesquisadores forem citados pelo manuscrito, sera
necessario incluir uma carta de autorizagao, do uso dos mesmos por seus autores.

Citacoes bibliograficas no texto: deverdo ser expostas em ordem numérica, em algarismos
arabicos, meia linha acima e ap6s a citagdo, e devem constar da lista de referéncias. Se forem
dois autores, citam-se ambos ligados pelo "&"; se forem mais de dois, cita-se o primeiro autor,
seguido da expresséo et al.

A exatidao e a adequacao das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e
mencionados no texto do artigo sao de responsabilidade do autor. Todos os autores cujos
trabalhos forem citados no texto deverao ser listados na segcao de Referéncias.

Exemplos

Artigo com mais de seis autores

Nascimento E, Leandro CVG, Amorim MAF, Palmeiras A, Ferro TC, Castro CMMB, et al.
Efeitos do estresse agudo de contengédo, do estresse crénico de natagédo e da administragéo de
glutamina sobre a liberagdo de superoxido por macréfagos alveolares de ratos. Rev Nutr.

2007; 20(4): 387-96.

Artigo com um autor

Traverso-Yépez MA. Dilemas na promogao da saude no Brasil: reflexdes em torno da politica
nacional. Interface: Comunic, Saude, Educ. 2007; 11(22):223-38.

Artigo em suporte eletrénico

Mendongca MHM, Giovanella L. Formagcdo em politica publica de salude e dominio da
informagéo para o desenvolvimento profissional. Ciénc Saude Coletiva [periddico na Internet].
2007 Jun [acesso 2009 jan 28]; 12(3):601-610. Disponivel em: <http://www.scielo.br>.
doi:10.1590/S1413-81232007000 300010.

Livro

Rouquayrol MZ, Almeida Filho N. Epidemiologia & saude. 6a. ed. Rio de Janeiro: Medsi; 2005.




80

Livro em suporte eletrénico

World Health Organization. The world health report 2007: a safer future: global public health
security in the 21st century [monograph online]. Geneva: WHO; 2007. [cited 2009 Jan 30].
Available from: <http://www.who.int/whr/2007/en/index.html>.

Capitulos de livros

Monteiro CA. Ther underweight/overweight double burden for the poorest in low-income
countries. In: Dube L, Bechara A, Dagher A, Drewnowski V, LeBel, James P, et al., editors.
Obesity prevention: the role of society and brain on individual behavior. New York: Elsevier;
2007. v.1.

Capitulo de livro em suporte eletrénico

New health threats in the 21st century. In: World Health Organization. The world health report
2007: a safer future: global public health security in the 21st century [monograph online].
Geneva: WHO; 2007. [cited 2009 Jan 30]. Available from:
<http://www.who.int/whr/2007/chapter3/en/index.html>.

Dissertacoes e teses

Franco AC. Educacao nutricional na formacao do nutricionista: bases teéricas e relagcao teoria-
pratica [mestrado]. Campinas: Universidade Estadual de Campinas; 2006.

Texto em formato eletronico

World Health Organization. Malaria elimination: a field manual for low and moderate endemic
countries. Geneva, 2007. [cited 2007 Dec 21]. Available from: <http://www.
who.int/malaria/docs/elimination/MalariaElimination BD.pdf>.

Programa de computador

Dean AG, Dean JA, Coulombier D, Brendel KA, SmithDC, Burton AH, et al. Epi Info, version 6:
a word processing, database, and statistics program for public health on IBM-compatible
microcomputers. Atlanta (Georgia): Centers for Disease Control and Prevention; 1996.

Para outros exemplos recomendamos consultar as normas do Committee of Medical Journals
Editors (Grupo Vancouver) <http://www.icmje.org>.

Lista de Checagem

Declaragéo de responsabilidade e transferéncia de direitos autorais assinada por cada autor.

- Enviar ao editor quatro vias do original (um original e trés copias) e um disquete ou CD-ROM,
etiquetado com as seguintes informagdes: nome do(s) autor(es) e nome do arquivo. Na
reapresentagdo incluir o nimero do protocolo.

- Verificar se o texto, incluindo resumos, tabelas e referéncias, esta reproduzido com letras
Atrial, corpo 11 e entrelinhas 1,5 e com formatagdo de margens superior e inferior (no minimo
2,5cm), esquerda e direita (no minimo 3cm).

- Verificar se estdo completas as informagdes de legendas das figuras e tabelas.

- Preparar pagina de rosto com as informacdes solicitadas.

- Incluir o nome de agéncias financiadoras e 0 niUmero do processo.

- Indicar se o artigo € baseado em tese/dissertacéo, colocando o titulo, 0 nome da institui¢céo, o
ano de defesa e o nUmero de paginas.

- Incluir titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

- Incluir titulo abreviado (short title), com 40 caracteres, para fins de legenda em todas as
paginas.

- Incluir resumos estruturados para trabalhos oringinais e narrativos para manuscritos que nao
sdo de pesquisa, com até 150 palavras nos dois idiomas, portugués e inglés, ou em espanhol,
nos casos em que se aplique, com termos de indexagao.

- Verificar se as referéncias estdo normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas na
ordem em que foram mencionadas pela primeira vez no texto e se todas estéo citadas no texto.
- Incluir permissao de editores para reprodugéo de figuras ou tabelas publicadas.

- Parecer do Comité de Etica da Instituicao.

Conflito de Interesses
No caso da identificacdo de conflito de interesse da parte dos revisores, o Comité Editorial
encaminhara o manuscrito a outro revisor ad hoc.

Documentos

Declaracao de responsabilidade e transferéncia de direitos autorais
Cada autor deve ler e assinar os documentos (1) Declaragdo de Responsabilidade e (2)
Transferéncia de Direitos Autorais, nos quais constarao:
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- Titulo do manuscrito:

- Nome por extenso dos autores (na mesma ordem em que aparecem no manuscrito).

- Autor responsavel pelas negociacoes:

1. Declaragdo de responsabilidade: todas as pessoas relacionadas como autoras devem
assinar declaracoes de responsabilidade nos termos abaixo:

- "Certifico que participei da concepcao do trabalho para tornar publica minha responsabilidade
pelo seu conteldo, que ndo omiti quaisquer ligagbes ou acordos de financiamento entre os
autores e companhias que possam ter interesse na publicagdo deste artigo”;

- "Certifico que o manuscrito é original e que o trabalho, em parte ou na integra, ou qualquer
outro trabalho com conteldo substancialmente similar, de minha autoria, ndo foi enviado a
outra Revista e nao o sera, enquanto sua publicacado estiver sendo considerada pela Revista
de Nutri¢cdo, quer seja no formato impresso ou no eletrdnico".

2. Transferéncia de Direitos Autorais: "Declaro que, em caso de aceitagdo do artigo, a Revista
de Nutricdo passa a ter os direitos autorais a ele referentes, que se tornardo propriedade
exclusiva da Revista, vedado a qualquer reproducéo, total ou parcial, em qualquer outra parte
ou meio de divulgacao, impressa ou eletrdnica, sem que a prévia e necessaria autorizagao seja
solicitada e, se obtida, farei constar o competente agradecimento a Revista".

Assinatura do(s) autores(s) Data / /






83

BRAZILIAN JOURNAL OF MEDICAL AND BIOLOGICAL RESEARCH
- INSTRUCOES AOS AUTORES -

Objetivo e Politica
O Brazilian Journal of Medical and Biological Research é uma revista de publicagao
eletrbnica mensal que conta com processo de avaliagdo pelos pares, especialistas das
diferentes areas.
A Revista é de responsabilidade da Associagao Brasileira de Divulgagao Cientifica (ABDC).
A finalidade do Brazilian Journal of Medical and Biological Research é publicar resultados de
pesquisas originais que contribuam significativamente para o conhecimento das ciéncias
médicas e bioldgicas.
Sera dada preferéncia para manuscritos que desenvolvam novos conceitos ou abordagens
experimentais e que nao sejam meramente agrupamento de dados cientificos.
Trabalhos metodoldgicos poderdo ser submetidos para publicagdo desde que descrevam
novos principios ou um aperfeicoamento significativo de métodos j& existentes.
Nao serdao aceitos para publicagdo, a menos que os autores demonstrem a originalidade do
trabalho:
e trabalhos em seres humanos sem aprovacao de comité de ética ou sem declaragéao de
consentimento do interessado ou guardido legal
e trabalhos ndo aprovados pelo comité de ética e cuidados com animais
e trabalhos que relatem resultados preliminares ou que apenas confirmem resultados
anteriores.
e Trabalhos que tratem da tradugdo para o portugues de um teste ja publicado sem
envolver investigagéo original.
e Trabalhos que utilizem questionarios traduzidos de uma linguagem para outra e sua
validagdo em pacientes locais
e Trabalhos que abordem a adaptacdo transcultural e validagdo de instrumentos de
medida.
Quando apropriado, trabalhos na area de Investigagédo Clinica deverdo conter uma declaragéo
indicando que o protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica do hospital (Hospital no qual
pelo menos parte da pesquisa tenha sido desenvolvida e ao qual pelo menos um dos autores
seja associado) e que o consentimento escrito foi obtido de todos os participantes.
O encaminhamento de um manuscrito ao Brazilian Journal implica que os dados nao tenham
sido previamente publicados e que, enquanto estiver em processo de revisdo, nao esta sendo
submetido concomitantente a consideracao de outras revistas. A Revista considera “publicagéao
anterior” as seguintes situagdes: qualquer material impresso com mais de 500 palavras
descrevendo resultados ou métodos de um manuscrito enviado para publicagao ou ja na fase
de impressao; tabelas ou ilustragdes publicadas que apresentem o conteldo do manuscrito;
manuscritos ou posteres disponiveis na Internet. Quando parte do material foi apresentado em
uma comunicagao preliminar ou em um simpdsio sem revisores, este fato deve ser citado como
uma nota de rodapé na pagina do titulo e uma copia deve acompanhar o trabalho.

Page Charges

Os autores serao responsaveis pelo pagamento de "page charges" que sera cobrada
do autor de correspondéncia ou de pessoa ou instituicdo por ele indicados, no momento em
que o trabalho for aceito para publicagao.
Para trabalhos submetidos depois de 5 de Janeiro de 2009 o custo sera de
R$1.250,00/trabalho de autores brasileiros e de US$550,00/trabalho para autores fora do Brasil
independentemente do niumero de paginas do trabalho.
Sugerimos que os autores solicitem a assisténcia do Chefe de Departamento, Diretor da
Instituicdo, Pré-Reitor de Pesquisa ou de Pds-Graduagao da Universidade, ou localize verbas
relacionadas a pesquisa ou reserva técnica de bolsas de pés-graduagao, quando aplicavel. A
publicacdo de um trabalho contribui com o prestigio do Departamento, da Faculdade, da
Universidade e da area de Pés-Graduacao.
No Brasil o pagamento de "page charges" sera feito através da quitacdo de boleto bancario que
serd remetido ao autor de correspondéncia quando o trabalho for aceito. No exterior, sera
solicitado ao autor de correspondéncia a emissdo de cheque em dblares, contra um banco
americano.
Qualquer davida favor entrar em contato com Reinaldo de Souza, via emalil

(bjournal@fmrp.usp.br).
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Submissao de Manuscritos
Complete e envie o formulario de submisséao.
Envie um email ao bjournal@terra.com.br ou bjournal@fmrp.usp.br com a carta de
submissao e 0 manuscrito em anexo.
A carta de submissdo deve conter as seguintes informacoes:

e Titulo do trabalho que esta sendo submetido

e Nome do(s) autor(es).

e Enviar via fax para 0xx-16-3633-3825 ou 0xx-16-3630-2778 uma declaracao assinada
pelo autor de correspondéncia de que foi obtida permissdo das pessoas mencionadas
em "agradecimentos”

e Se uma versdo do manuscrito foi previamente submetida a publicagdo pelo Brazilian
Journal ou outra revista, inclua comentarios dos revisores e a indicagdo de como os
autores responderam a esses comentarios.

e Quando adequado

1. os trabalhos na area de Investigagdo Clinica devem incluir uma declaragao
indicando que o protocolo foi aprovado pela Comissédo de Etica do hospital
(hospital a que pelo menos um dos autores esteja associado) e devem ser
obtidos consentimento por escrito de todos os participantes,
2. que a utilizagdo dos animais de experimentagcdo seguiu as regras
estabelecidas pela instituicao local
Apresentar a permissao para a reprodugao de figuras e tabelas de outros trabalhos.

Categorias de Artigos
Oito ou nove numeros do Brazilian Journal serdo dedicados a Biociéncias e o autor

devera especificar no formulario de submissdo, em qual das seguintes sessdes ele prefere
publicar seu trabalho:

e Biologia Celular
Biologia Experimental
Biogquimica e Biologia Molecular
Farmacologia
Fisiologia e Biofisica
Imunologia
Neurociéncias e Comportamento
Trés ou quatro numeros por ano serdo dedicados a Investigacao Clinica e o autor deve
especificar no formulario de submissdo, em qual das seguintes sessdes ele prefere publicar
seu trabalho:

e Técnicas e instrumentos analiticos, diagnésticos ou terapéuticos
Sangue, imunologia e transplante de érgaos
Aparelho cardiovascular e respiratorio, e medicina esportiva
Aparelho disgestivo
Doencgas enddcrinas, nutrigdo e metabolismo
Fatores ambientais das doencas
Atencado a saude
Agentes e doengas infecciosas
Rim e meio extracelular
Medicina neonatal, crescimento e desenvolvimento
Oncologia
Processos psicoldgicos, comportamento e doengas mentais
Medicina reprodutiva
Sistemas esquelético, muscular e nervoso
Pele e tecido conjuntivo

e Procedimentos cirlrgicos, anestesia e analgesi
Trabalho completo (full-length paper). Deve especificar claramente um objetivo ou hipotese,
o projeto experimental e métodos (inclusive o local de origem do estudo e o periodo de
realizagdo, pacientes ou participantes com critérios de incluséo e excluséo, ou fontes de dados
e como eles foram selecionados para o estudo). Deve fornecer os dados essenciais de
quaisquer intervengbes, os resultados mais importantes do estudo, as avaliagbes mais
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importantes dos resultados, uma se¢édo de comentarios colocando os resultados no contexto da
literatura existente e as conclusdes. Esses trabalhos devem conter:
e resumo (ndo mais de 250 palavras)
e palavras chaves (ndo mais que 6)
e titulo resumido a ser usado no topo das paginas, nao deve exceder 60 letras e espacgos
e 0 texto deve ser dividido em sessdes ( Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion), sem separacao especifica para conclusées.
ndo mais que 40 referéncias
e autores devem especificar na carta de submissao que o trabalho esta sendo submetido
como full paper.
Comunicacao breve (short communication). Comunicagdes breves sao relatos a respeito de
um Unico assunto que deve ser conciso mas definitivo. Pares ou seqiiéncias de trabalhos nao
serdo aceitos. Pretende-se que esta secao tenha grande abrangéncia e englobe metodologia e
dados experimentais a respeito de assuntos de interesse dos leitores da Revista. Deve conter:
e abstract ndo mais de 250 palavras
e palavras chaves, ndo mais que 6
e titulo resumido a ser usado no topo das paginas, nao deve exceder 60 letras e espacgos
e 0 texto deve ser dividido em sessdes ( Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion), sem separacao especifica para conclusoes.
deve ter no maximo 2 figuras ou tabelas (ou uma de cada).
e n&o mais que 20 referéncias
e autores devem especificar na carta de submissao que o trabalho esta sendo submetido
como Short communication.
Artigo de revisao ou Mini-revisao. Um artigo de revisdo deve conter uma analise sintética e
critica de uma area relevante e ndo deve conter meramente uma descricdo cronolégica da
literatura. O artigo de revisdo devem ser elaborado por pesquisador que tenha contribuicoes
importantes para uma area especifica das ciéncias médicas e biolégicas e sera publicado a
convite dos Editores. Contudo, um esboco de um artigo de revisdao pode ser enviado aos
Editores para analise, sem consulta prévia. Se for julgado adequado o autor sera comunicado e
poderd preparar uma revisdo para ser julgada pelos pares, com vistas a publicagéo.
Nao serdao aceitos "relatos" do tipo encontrado em introdugbes de dissertacdo ou tese ou
pesquisas de assuntos efetuados em Medline ou Pubmed.
Deve conter:
e Um resumo com no maximo 250 palavras
N&o mais que 6 palavras-chave
titulo resumido a ser usado no topo das paginas, nao deve exceder 60 letras e espagos
O texto deve ser dividido em sessdes com titulos e subtitulos paropriados.
n&o mais que 60 referéncias
autores devem especificar na carta de submissao que o trabalho esta sendo submetido
como Review article
e Informagdo na carta de submissao se o trabalho devera ser publicado em um ndmero
dedicado a Biociéncias ou a Investigagao Clinica.
Concepts and Comments
A Sessao de Concepts and Comments é uma plataforma para apresentagao de idéias, teorias
e visbes. A apresentagdo deve seguir as instrugées de Short Communication e deve ter um
resumo, 6 palavras chaves, running title, ndo mais que 20 referéncias e ndo mais que duas
tabelas ou figuras.
Case Report
Deve ter pelo menos uma das seguintes caracteristicas para ser publicado pela revista
e ser de especial interesse da comunidade clinica.
e um caso raro, particularmente Util para demonstrar o mecanismo ou a dificuldade no
diagnostico
e um novo método diagndstico
e um novo tratamento ou um tratamento modificado
e um texto que demonstre achados relevantes, bem documentado e sem ambiguidade
Overview
¢ N&o deve comter dados ndo publicados
Deve apresentar o ponto de vista do autor de uma forma menos rigorosa que em uma revisao
regular ou em uma mini-revisdo, e ser do interesse do leitor geral.
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Biologia Celular

A principal caracteristica dos trabalhos de pesquisa na area de Biologia Celular é a
énfase na integragcédo de informacdes de natureza bioquimica, molecular, genética, fisioldgica
ou patolégica no contexto da célula. Esta sesséo considera trabalhos relacionados a quaisquer
sistemas bioldgicos, procaridtico ou eucariético, em qualquer fase de seu desenvolvimento.
Para o Brazilian Journal, todos os trabalhos que abordem aspectos da estrutura e fungéo
celular sdo considerados dentro do escopo da Biologia Celular. Os Editores encorajam a
submissao de trabalhos que explorem a Biologia Celular como uma area de convergéncia de
diversas areas de pesquisa, especialmente aqueles que permitam uma melhor compreensao
das bases celulares da imunologia, neurobiologia, interagdo parasita-hospedeiro,
desenvolvimento e bases celulares das doencas.
Trabalhos com observagdes puramente descritivas ndo serdo publicados. Trabalhos
descrevendo novas técnicas serdo publicados somente quando adequadamente validados e
julgados pelos Editores como representativos de avancos de excepcional significado.

Atividade biolégica de produtos naturais
A Revista considerara para publicacdo trabalhos que descrevam atividade de
substancias de origem biolégica, somente se os seguintes critérios forem preenchidos:

e Os trabalhos devem descrever a separacdo do material bruto em fragdes (nédo
necessariamente em materias homogéneos) com as fragbes contendo atividade
bioldgica identificada claramente no esquema de separagéo.

e Estudos fitoquimicos devem ser acompanhados por testes biol6gicos.

e Exploracdes descritivas de atividades farmacoldgicas de extratos de plantas ou chas
ndo serao considerados para publicagéao.

e Além da demonstragdo da atividade em um ou mais sistemas biolégicos, deverao ser
realizados experimentos visando fornecer informacao sobre os mecanismos de acao
das substancias que estdo sendo testadas.

e Para permitir repeticdo da preparagdo de fragbes e ensaios bioldgicos usados,
suficiente Informacgéo experimental deve ser fornecida.

e A origem deve ser completamente identificada, e, se o material for planta, a espécie
deve ser classificada por um especialista e depositada em um jardim botanico local,
universidade ou instituto de pesquisa.

e O nome e instituicdo da pessoa que classificou a planta e 0 nUmero de registro em que
se encontra depositada deve ser fornecido na sessédo de Material e Métodos.

A Revista ndo publica estudos toxicolégicos

Informacgoes quanto a autoria
Requisitos para autoria. Apenas aquelas pessoas que contribuiram diretamente para
o conteludo intelectual do trabalho devem ser listadas como autores. Os autores devem
satisfazer a todos os seguintes critérios, de forma a poderem ter responsabilidade publica pelo
contetdo do trabalho:
e ter concebido e planejado as atividades que levaram ao trabalho ou interpretado os
resultados a que ele chegou, ou ambos.
e ter escrito o trabalho ou revisado versdes sucessivas e tomado parte no processo de
revisao.
e ter aprovado a versao final.
Exercer posi¢do de chefia administrativa, contribuir com pacientes e coletar e agrupar dados,
embora importantes para a pesquisa, nao sao, por si so, critérios para autoria. Outras pessoas
que tenham feito contribuigdes substanciais e diretas para o trabalho mas que nédo possam ser
consideradas autores podem, com sua permissao, ser citadas na seg¢ao "Agradecimento”,
poderd ser feito com permissdo da pessoa que esta sendo agradecida e se possivel, a
contribuicdo especifica deve ser descrita. Incluir os esclarecimentos sobre os critérios de
autoria e responsabilidade na carta de submissdo, que deve ser lida por todos os autores e
assinada por pelo menos um deles.
Direitos autorais. A maioria das determinacées do Decreto Norte-Americano sobre Direitos
Autorais de 1976 tornaram-se efetivas em 12 de janeiro de 1978. Portanto, os manuscritos
devem ser acompanhados por declaracdao escrita, assinada pelos autores e
encaminhada via correio nomal (ver modelo abaixo).
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"O(s) autor(es) abaixo assinado(s) transfere(m) todos os direitos autorais do manuscrito (titulo
do artigo) a Brazilian Journal of Medical and Biological Research, caso o trabalho seja
publicado. O(s) signatario(s) garante(m) que o artigo é original, que nao infringe os direitos
autorais ou qualquer outro direito de propriedade de terceiros, que nao foi enviado para
publicacdo em nenhuma outra revista e que néo foi publicado anteriormente. O(s) autor(es)
confirma(m) que a versao final do manuscrito foi revisada e aprovada por ele(s)".
Todos os manuscritos publicados tornam-se propriedade permanente de Brazilian Journal of
Medical and Biological Research e ndo podem ser publicados sem permissao escrita da revista.
Permissao para reproducao. A Revista foi registrada no Copyright Clearance Center, Inc.,
222 Rosewood Dr., Danvers, MA 01923. Consentimento para a copia de artigos para uso
pessoal ou interno pode ser dado para clientes especificos. Este consentimento é dado com a
condicao de que o interessado na copia pague diretamente ao Copyright Clearance Center
para cépias além do permitido pela Lei Norte-americana de Direitos Autorais. Este
consentimento ndo se estende a outros tipos de direitos autorais, tais como para distribuigao
geral, revenda, propaganda e propdsitos promocionais, ou para a criagdo de novos trabalhos
coletivos.
Todas as outras solicitacdes relacionadas a material protegido pelos direitos autorais desta
publicacdo, que nao possam ser resolvidas através do Copyright Clearance Center, devem ser
dirigidas por escrito a Brazilian Journal of Medical and Biological Research, Av. Bandeirantes,
3900, 14049-900 Ribeirdo Preto, SP, Brasil. Fax: +55-16-3633-3825. E-mail:
bjournal@fmrp.usp.br ou bjournal@terra.com.br
Para solicitar permisséo, por favor envie-nos uma requisi¢do via e-mail, via fax ou pelo correio
com as seguintes informagdes:

e Seu nome, titulo e instituicao

e Seu endereco completo para correspondéncia, numero do telefone, nimero do fax e e-
mail
Ano da publicagdo, nimero do volume e data do artigo
Titulo do artigo
Nomes dos autores
Numero das paginas em que o material aparece
Numero da figura ou porgéo especifica do texto (ou fornega uma fotocépia)
Inclua as seguintes informagdes sobre o uso que se pretende:
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Editora

Reviséo editorial e processamento
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O Brazilian Journal of Medical and Biological Research segue o formato de referéncias de
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals", que pode ser
encontrado no website de National Library of Medicine
(http://www.nlm.nih.qov/bsd/uniform requirements.html).

Formato do texto
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Terceiro Nivel: ltdlico, somente a primeira letra da primeira palavra em maiusculo.

Abreviacoes e simbolos

e Favor utilizar o minimo de abreviagdes possivel.
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Resumo

e Como o resumo é publicado separadamente por servi¢cos de informacgéao, ele deve ser
compreensivel e despertar o interesse na leitura do artigo completo, deve conter dados
numéricos suficientes que possam ser avaliados pelo leitor que pode nao ter acesso ao
artigo completo.

e O resumo deve apresentar breve e claramente o problema, a abordagem experimental,
0s novos resultados, sobre a forma de dados quantitativos.

e Dados estatisticamente significantes devem ser reportados em forma numérica com
mean £ SEM or SD.

e Deve indicar Objetivos, Métodos e Resultados mais importantes, sem destacar os
tépico. Apds Resultados deve ser informado o que é novo na pesquisa e sua
importancia.

e O resumo ndo deve exceder 250 palavras e deve ser escrito em paragrafo Unico com
espaco duplo, em uma folha separada apds a pagina de titulo.

e abreviagcdes devem ser evitadas e se necessarias precisam ter a explicagdo
correspondente.

e Se o uso de uma referéncia bibliografica for inevitavel, a citagdo completa deve ser
dada dentro do resumo.

e Note que o Brazilian Journal nao publica resumos estruturados.

e Sugestdes mais detalhadas de como escrever um bom resumo

Introducédo. Deve informar o objetivo da investigacéo, a relagdo com outros trabalhos na area
e as razdes para realizar a pesquisa. Nao é recomendada uma extensa revisdo da literatura.
Materiais e Métodos. Informacdes suficientes devem ser dadas no texto ou por citagdo de
trabalhos em revistas geralmente disponiveis, de modo a permitir que o trabalho possa ser
repetido.
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Resultados. Os resultados devem ser apresentados clara e concisamente. Tabelas e figuras
devem ser usadas apenas quando necessarias para a efetiva compreensao dos dados. Em
algumas situagdes pode ser desejavel combinar Resultados e Discussdo em uma Unica seg¢éao.

Discussdo. O objetivo da Discussdo € interpretar os resultados e relaciona-los com
conhecimentos existentes. Informagbes dadas em outros locais do texto podem ser citadas
mas nao repetidas em detalhes na Discussao.

Agradecimentos. Se necessario, agradega brevemente assisténcia de cunho técnico,
conselhos e assisténcia de colegas, etc. Apoio financeiro para a pesquisa e bolsas de estudo
devem ser citados na pagina de titulo.

Tabelas

As tabelas devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
reunidas apds a secao de Referéncias.

Todas as tabelas devem ser citadas no texto em ordem numérica.

Cada tabela deve ser digitada com espaco duplo em uma folha separada (ou, se for
excepcionalmente grande ou que requeira simbolos especiais ou algum arranjo nao
usual, a tabela deve ser enviada como uma imagem em um arquivo .tif ou .jpg).

Um titulo descritivo e uma legenda, conforme as regras da revista, devem tornar as
tabelas compreensiveis sem necessidade de consulta ao texto (veja
www.bjournal.com.br).

Defina todas as abreviagOes nas legendas das tabelas, mesmo que estejam definidas
no texto.

Linhas verticais e diagonais ndo devem ser usadas nas tabelas; ao invés disso, afastamentos e
espacamento vertical ou horizontal devem ser usados para agrupar os dados.

Graficos

Aceitamos figuras no formato .tif, .jpg, .cdr ou .eps preparadas
preferentemente com Adobe Photoshop ou Corel Draw. Graficos criados com Microsoft
Word ou Excel, devem ser salvos na extensao original do arquivo (.doc ou .xls) Nao
devem ser copiadas ou coladas de um programa para outro.

Nao aceitamos imagens elaboradas em alguns programas tais como Microsoft Office
(Access), Corel Perfect Office (WordPerfect, Quattro Pro, Presentations), Lotus
SmartSuite (Freelance Graphics, 1-2-3, Approach, WordPro), Harvard Graphics e
SigmaPlot porque elas ndo sdo geradas com a resolugdo necessaria para uma
publicacdo impressa. Mesmo quando salvas como .jpg ou similar ndo poderao ser
aceitos pois a resolugao nao tem qualidade.

Atencao - As figuras devem ser desenhadas profissionalmente ou preparadas usando
um computador e impressora de alta resolucdo e ndo devem ter mais que 21,5 x 28,0
cm.

Devem ser enviadas no formato .tif, .eps ou .jpg, com 300 dpi de resolugéao.

Todas a imagens devem:

Ter pelo menos 12.5cm de largura.

Serem numeradas na ordem em que sao citadas no texto usando niumeros ardbicos
consecutivos.

Nao inserir as figuras dentro do texto

Somente serdo aceitos anexos no formato PC por E-mail ou em CD via correio. Para
sua informagdo na preparagdo de figuras no formato .tif, .jpg or .eps veja
http://cjs.cadmus.com/da/.

Informacdo de abscissas e ordenadas ou outras informag¢des nas figuras devem ter
somente a primeira letra da palavra em mailscula e as demais letras devem ser
minusculas. O tamanho e formato da letra deve ser uniformizado.

Confira cuidadosamente as figuras antes de enviar o trabalho, para garantir que as
versoes adequadas estao sendo enviadas.

Fotomicrografias devem incluir dados sobre a coloragdo e a ampliagdo no final da
legenda para cada parte da figura. Uma barra de ampliagdo deve ser adicionada a
cada fotomicrografia. Se ndo aparecer nenhum marcador com escala na figura, a
ampliacao original deve ser informada na legenda.

Adaptacao/reproducao de tabelas e figuras e correspondentes permissoes
Citagbes das fontes originais de materiais adaptados devem usar os termos
especificados pelo editor original do material. Se ndo houver especificacdo, cite os
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autores, o numero da referéncia e o editor. Cartas de permissdo do portador dos
direitos autorais devem acompanhar os materiais citados.

e Legendas Digite todas as legendas em espacgo duplo consecutivamente em uma folha
separada. Comece cada legenda com um pequeno titulo. Defina todas as abreviacdes
e simbolos usados na figura, mesmo se eles estiverem definidos no texto. Numere as
figuras na ordem em que elas sdo citadas no texto, usando algarismos arabicos
consecutivos.

e Figuras Coloridas Imagens coloridas devem ser RGB, com pelo menos com 300 dpi e
serdo publicadas sem custo adicional.

e Figuras em "Grayscale" Imagens com tonalidades entre o branco e o preto devem ter
pelo menos 300 dpi de resolugao.

Grafico (preto e branco ou colorido) deve ser 300 dpi de resolugao

Referéncias
Autores sdo responsaveis pela acuracia, completa e correta citagdo das referéncias ao
longo texto. Sempre que possivel as citagdes de referéncia devem estar em inglés.
A lista de referéncia deve estar em espago duplo em ordem numérica em uma folha separada.
Numere as referéncias na ordem em que elas forem citadas no texto pela primeira vez, usando
algarismos arabicos entre parénteses. Duas ou mais referéncias devem ser separadas por
virgula sem espaco (1,5,7) e trés ou mais referéncias consecutivas devem ser separadas por
um hifen (4-9).
O Brazilian Journal of Medical and Biological Research segue o formato de referéncias de
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals", que pode ser
encontrado no website de National Library of Medicine
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.himl).
Utilize a abreviac¢ao de revistas de Medline/PubMed.
Se o autor usar o programa "Reference Manager", clique aqui para fazer o download do
arquivo "OS" com o estilo do Brazilian Journal of Medical and Biological Research e
salve em seu computador e o coloque na pasta de "Styles" do programa Reference Manager.
Importante: Quando submeter o trabalho, envie como anexo o arquivo (".rmd") produzido pelo
Reference Manager.
As seguintes informagdes devem ser dadas na citagao:
e (ltimo nome e iniciais dos 6 primeiros autores (sem pontuac¢ao). Se houver mais de 6
autores, depois do 60. nome coloque "et al.”
titulo do artigo.
nome da revista em italico abreviado.
ano da publicacao, volume e paginas
se a referéncia for um livro, dé também os nomes e as iniciais dos editores, da editora
e a cidade.
Cite artigos de simpdsios apenas se os anais foram publicados.
Ao citar um artigo ou livro aceito para publicagdo mas ainda ndo publicado, inclua o titulo da
revista (ou 0 nome da editora) e o provavel ano de publicagéo.
Referéncias a matérias nao publicadas - por exemplo, apresentagdes orais em simposios ou
trabalhos nao publicados (comunicagbes pessoais, trabalhos em preparacdo) - devem ser
incluidas no texto e ndo na lista de referéncia. Envie uma carta de permissdo das pessoas
citadas autorizando tais citagdes. Artigos enviados para publicacao é considerado material
nao publicado e ndo devem aparecer na lista de referéncias. Exemplo: (Santos CS, da-Silva
GB, Martins LT, unpublished results).
Dé os dados completos de cada referéncia, incluindo uma nota do tipo "disponivel em" para os
documentos que podem nao ser facilmente acessiveis.
Esteja certo de que as URLs usadas como referéncias estejam ativas e disponiveis (a data em
que o autor acessou a URL deve ser incluida na referéncia). Para um exemplo, ver Citagdes de
Referéncias Eletronicas, abaixo.
Os autores devem apresentar as referéncias bibliograficas de modo correto e completo, assim
como cita-las no texto corretamente.
Exemplos:
Revista
e Xu J, Liu M, Liu J, Caniggia I, Post M. Mechanical strain induces constitutive and
regulated secretion of glycosaminoglycans and proteoglycans in fetal lung cells. J Cell
Sci1996; 109 (Pt 6): 1605-1613.
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e Poirier P, Lemieux |, Mauriege P, Dewailly E, Blanchet C, Bergeron J, et al. Impact of
waist circumference on the relationship between blood pressure and insulin: the
Quebec Health Survey. Hypertension 2005; 45: 363-367.

e The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress testing.
Safety and performance guidelines. Med J Australia 1996; 164: 282-284.

Artigo aceito para publicacao mas ainda nao publicado.

e Janiszewski M, Lopes LR, Carmo AO, Pedro MA, Brandes RP, Santos CXC, et al.
Regulation of NAD(P)H oxidase by associated protein disulfide isomerase in vascular
smooth muscle cells. J Biol Chem 2005 (in press).

"Resultados nao publicados", "Comunicacao Pessoal" e "trabalhos submetidos"

e (Santos CS, da-Silva GB, Martins LT, unpublished results).

e Itis assumed that the author has obtained permission from the source when "personal
communication" is cited.

Livro completo

e Norman lJ, Redfern SJ. Mental health care for elderly people. New York: Churchill

Livingstone; 1996.
Capitulo de livro

e Kintzios SE. What do we know about cancer and its therapy? In: Kintzios SE, Barberaki
MG (Editors), Plants that fight cancer. New York: CRC Press; 2004. p 1-14.

e Scheuer PJ, Leftkowitch JH. Drugs and toxins. In: Scheuer PJ, Lefkowitch JH (Editors),
Liver biopsy interpretation. 6th edn. London: WB Saunders; 2000. p 134-150.

Resumo

e Lima SM, Bonci DM, Grotzner SR, Ribeiro CA, Ventura DF. Loss of amacrine cells in
MeHg-treated retinae in a tropical fish. Invest Ophthalmol Vis Sci 2003; 44: E-5172
(Abstract).

Material Audio Visual

e Physician's Desk Reference (PDR). Release 2003.1AX. [CD-ROM]. Montvale:

Thomson PDR; 2003.
Programa de Computador

e Dean AG, Dean JA, Coulombier D, Brendel KA, Smith DC, Burton AH, et al. Epi info,
version 6.04: a word processing database and statistics program for public health on
IBM-compatible microcomputers. [Computer program]. Atlanta: Centers of Disease
Control and Prevention; 1998.

e  Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). Version 12.0. [Computer program].
Chicago: SPSS Inc.; 2006.

Conferéncia, Symposium Proceedings

e Hejzlar RM, Diogo PA. The use of water quality modelling for optimising operation of a
drinking water reservoir. Proceedings of the International Conference Fluid Mechanics
and Hydrology. 1999 Jun 23-26; Prague. Prague: Institute of Hydrodynamics AS CR;
1999. p 475-482.

Citacao Eletrénica

e American Academy of Ophthalmology. Diabetic retinopathy disease severity scale. Am
Acad Ophthalmol http://www.aao.org/education/
library/recommendations/international dr.cfm; 2005.

e Simon JA, Hudes ES. Relationship of ascorbic acid to blood lead levels. JAMA
http://jama.ama-assn.org/cgi/content/abstract/281/ 24/2289; 1999.

Comunicacao na Internet

e Developmental toxicology. http:/www.devtox.org/nomenclature/organ.php. Accessed
June 27, 2005. CAPES Statistics. http://www.capes.gov.br/capes/portal. Accessed
March 16, 2006.

e CNPq Plataforma Lattes, "Investimentos do CNPq em CT&l"
http://fomentonacional.cnpg.br/dmfomento/home/index.jsp. Accessed March 16, 2006.

Tese/Dissertacao

e Joselevitch C. Visdo no ultravioleta em Carassius auratus (Ostariophysi, Cypriformes,
Cyprinidae): estudo eletrofisiolégico do sistema cone - células horizontais. [Master's
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Patente

e Larsen CE, Trip R, Johnson CR. Methods for procedures related to the
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93

"Report"
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Environmental health criteria: 118 Inorganic mercury. Geneva: World Health
Organization; 1991.

National Commission on Sleep Disorders Research. Wake up America: a national sleep alert.
Washington: Government Printing Office; 1993.
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(http://www.bjournal.com.br/Instructions/html/policies.htm)
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How editors evaluate scientific papers for publication
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(http://journals.plos.org/plosbiology/fiqure guidelines.php
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Abstract

Although it’s known that the association of statin and exercise exacerbates the muscle
injuries and that its discontinuity ceases the undesirable muscle effects, it’s still
unknown the muscle response for the drug discontinuity associated to physical activity.
The aim of this study was to analyze the effect of statin use discontinuity associated to
physical activity practice in skeletal muscles of rats. For this, 56 Wistar male rats were
divided into 4 groups of 14 animals: sedentary, exercised, atorvastatin sedentary and
atorvastatin exercised. The drug (10 mg/Kg/Day of Atorvastatin Calcium) was
administered by gavage 7 days during the week for 4 weeks, using as vehicle and
placebo the solution of Hidroxypropyl Methiycellulose (0,5%). Treadmill physical
activity consisted of 60 minutes daily, 5 days during the week for 4 weeks. After this
period, 8 animals of each group were sacrificed; the others were submitted to statin or
placebo discontinuity, with the continuity of physical activity for 2 weeks. Biochemical
analyses of creatine kinase enzyme and the histological and histochemical analyses of
the soleus, extensor digitorum longus and superficial gastrocnemius muscles were
performed. The results indicate that the drug use discontinuity associated with physical
activity resulted in the maintenance of muscle alterations verified in the animals
submitted to this combination, and stimulating regenerative processes of the muscle,
what suggests that in cases of statin myopathy such strategy can be used when the

interruption of the drug therapeutic is possible.
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Introduction

Three-hydroxi-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors,
also known as statins, are the most marketed class of drugs worldwide. They act
inhibiting an early and limiting step of cholesterol biosynthesis, the conversion of
HMG-CoA in mevalonate, leading to the endogenous cholesterol synthesis attenuation,
and then to the reduction of its serum levels as well as the rate of mortality related to
cardiovascular diseases' .

Despite statin benefits to cardiovascular health, it can be highlighted among its
undesirable side effects the liver toxicity, which is dose-dependent and occurs in 0,5 to
2,0% of the patients, and muscle toxicity, which can range from mild myopathy, with an
incidence of 5-10%, to more severe cases such as rhabdomyolysis, occurring in less
than 0,5% of its users™).

According to the literature reports, about ten days after the beginning of statin

6,7)

administration skeletal muscles show the first signs of injury ", and the most muscle

complaints occurs in the first month of use®”. The most common muscle discomforts
p

are cramps and muscle stiffness, and the presence of its symptoms interfere negatively

in the execution of daily activities, as well as the physical activity practice(g’g) .

Studies indicate that patients in statin treatment report muscle pain exacerbation

8.9

with physical activity practice™’, and in many cases there is intolerance of its

practice"”. In some researches it was found that this association led to the increase of

)(11,12>

creatine kinase (CK , a marker enzyme of muscle injury, and also to the in situ

presence of this exacerbation*'?.
Nevertheless, the interaction of statin and physical activity represents an

interesting therapeutic strategy, since in this conditions the alterations of serum lipids

levels are more significants than the use of statin alone !>, However, it can not be
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discarded the existence of muscle injuries, then becoming necessary the study of some
therapeutic strategies aiming the maintenance of lipids alterations associated with the
minor injury of the muscles.

In clinical practice, when muscle symptoms are associated or not to increased
levels of creatine kinase (CK), it is indicated to interrupt the physical activity practice or
the use of statin®. Although it is known that such attitudes lead to improvement in

® there are no in situ studies of muscle response to the

muscle symptoms(4’
discontinuation of statin or physical activity.

Therefore, the aim of this study was to analyze the effect of statin use
discontinuity associated with physical activity in skeletal muscle of rats without
hypercholesterolemia, performing both the evaluation of biochemical aspects related to
muscle injury, so as the in situ evaluation. This therapeutic strategy was chosen because
of the various evidences about the benefits of physical activity to the improvement of
lipid profile and to the health as a whole. So, the hypothesis of this study is the
reduction or reparation of muscle injuries as a response to the drug withdrawal.
Material and Methods

The procedures adopted in this study were approved by the Ethics Committee of
the Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (UNESP - process n°64/2009), and respected
the guidelines adopted by the “Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL)

For the experiment it was used 56 male Wistar rats (Rattus novergicus), with
five months of age, which were housed in propylene cages with four animals, in
temperature (22 + 2 °C) and humidity (50 = 10%) controlled room, with a 12-h

light/dark cycle (7-19h). Animals were fed a standard chow (Primor® - Moinho Primos

S.A.) and water ad libitum.



99

Rats were allocated in four groups of 14 animals each, and were constituted as
Placebo Sedentary (PS), Placebo Exercise (PE), Atorvastatin Sedentary (AS) and
Atorvastatin Exercise (AE). Group formation was determined by the results of the
selective phase of runners that was part of the physical activity program, in which the
animals that presented positive response to treadmill running stimulus were allocated in

17,1 .
(718 and aims to

the exercised groups. This criterion was based in previous studies
avoid bias in the results, ensuring that the animal stress was in response to the effort and
not to other factors. It was tried to obtain the balance of body weight between groups,
what was verified by the absence of significant differences in the initial value of this
variable (p=0,625).

Within each group, eight animals were sacrificed after four weeks of
intervention, and the other six animals were submitted to statin or placebo discontinuity
period associated with physical activity continuity for two weeks (PE and AE). In this
phase, the selection of animals was randomly and conducted by a researcher who was
not part of the study.

Interventions period was stipulated by the effects of the drug in muscle.
According to previous studies®”, the occurrence of muscle injuries in rats can be
verified after ten days of statin use, what justifies four weeks of drug intervention. With
respect to the discontinuity period, there is no consensus about the necessary time to
muscle repair, so it was opted to verify the muscle response after two weeks drug use
interruption.

Atorvastatin groups received the drug (Atorvastatin Calcium - Lipitor®, Pfizer)
orally via gavage, during seven days per week, for four weeks. The dose was based in

previous studies and was stipulated 10mg/Kg per day(m, which was calculated by mean

body weight of the group, considering weekly readjustment in accordance to body
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weight change of the animals. Atorvastatin was dissolved in Hydroxipropyl
Methylcellulose (HPMC - 0,5%) vehicle®" 119 administering a volume of 2mL per
animal.

Animals in placebo groups (PS and PE) received the same solution of the vehicle
(HPMC - 0,5%)"? via gavage, seven days per week for four weeks, and the same
volume (2mL per animal). Both atorvastatin and placebo solutions were administered
during the morning, 30 minutes before the beginning of physical activity program".

Physical activity was performed in a treadmill for small animals, with speed set
at 9,75 meters per minute with no incline. Protocol was based in previous study(lg) and
consisted of three phases:

I) Runners Selection Phase: Consisted of treadmill exercise for five
minutes during three consecutive days, aiming to identify the most able animals to
perform the effort, which were allocated in the exercise groups.

IT) Adaptation Phase: Consisted in daily sessions of 5, 15, 30, 45 and 60
minutes of walking during the five initial days of the program, with the purpose of
adaptation to physical activity program.

III) Physical Activity Program: Consisted in daily sessions of treadmill
exercise for 60 minutes, five days per week during four weeks. Animals in the
discontinuity phase remained in the program for more two weeks, totalizing six weeks
of physical activity.

Animals performance was monitored everyday during the session, observing the
presence of refusal to exercise or escape instinct, since such behavior could indicate the
presence of discomfort or weakness in the affected limb. The number of animals that
presented such characteristic during the program and the frequency in which these

. 11
behaviors occurred were reported .
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After the intervention periods it was collected 2 mL of blood, which was used to
measure the marker enzymes of muscle (Creatine Kinase) and liver (Aspartate
Aminotransferase - AST and Alanine Aminotransfarate - ALT) injuries. Analyzes were
performed by kinetic method (UV-IFCC) using the biochemical analyzer Opera
(Bayer®) and Labtest® reagent kits. For all analyses it was adopted 12 hours of fasting
and 72 of resting, with the purpose to obtain the basal state of the animals.

Immediately after blood collection, animals were euthanized by guillotine
decapitation, followed by skeletal muscle removal. Soleus, gastrocnemius and extensor
digitorum longus (EDL) muscles were removed from the right hindlimb, weighed,
frozen in refreshed n-Hexan and stored in liquid nitrogen (-180°C). For freezing it was
reserved the central belly portions of soleus and EDL, and gastrocnemius muscle was
split up into its deep and superficial parts, being reserved for analyses the central belly
of the superficial portion (GS). These muscles were chosen because of their metabolic
differences, predominantly oxidative (soleus) or glycolytic (EDL and GS) muscles, once
previous studies verified muscle selectivity in statin action®'".

Tissues were sectioned (transversal) by semi serial cuts method, obtaining cuts
of 8um in cryostat micrometer (HM 505 E - Microm [-20°C]). Sections were stained
with Haematoxylin and Eosin (H&E) and submitted to the histochemical method for
demonstration of Nicotinamide Adenine Dinucleotide Tetrazolium Reductase (NADH-
TR) activity(zo); analyses of the slides were done in the optical microscope Zeiss Jenapol
(Carl Zeiss®).

The cuts in HE were used for qualitative analysis, which evaluated the general
morphology of the fragment by observing the shape and size of fibers, the position of

nuclei, sarcoplasm staining, the presence of splitting and degenerative processes. The
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severity of degeneration was graded subjectively as minimal, mild, moderate and severe
based on the intensity and / or area of the degenerationa’“) .

The cuts with the histochemical reaction for NADH-TR were used to verify
mitochondrial function, evaluating the intensity of reaction by the content of formazan
in the sarcoplasm, which indicates the presence of oxidative activity(zo) . The quantitative
analysis consisted of fiber counting and the morphometric evaluation of the lesser
diameter of muscle fibers, aiming to assess the occurrence of hypertrophy or atrophy in
muscle fibers®” (software Image Pro-Plus - Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

For the lesser diameter of soleus muscle analysis it was used the mean value of
120 fibers per animal®”, without differentiation of fiber types as it was considered
highly oxidative. For EDL muscles and GS, it was made the measurement and counting
of all fibers in the chosen section, using the mean value obtained for each fiber type per
animal for analyses. In GS it was considered only the fiber type I and type II, without
distinctions between Ila or IIb.

Quantitative data were analyzed by SPSS 13.0 for Windows, and were first
submitted to normality test (Shapiro-Wilk). According to the results of normality, the
differences of weights and morphometry values between groups were measured by
analysis of variance (ANOVA — One Way) followed by Tukey’s post test, and for the
biochemical values it was used the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s post test.
For all analysis it was adopted as significance level p <0.05.

Results

During the experimental protocol three animals of atorvastatin exercised group
died; one of them showed disquietude during exercise in the morning, characterized by
the instinct of escape, and died in the afternoon. The second occurred without an

apparent cause, and the other one presented pneumonia. These animals were replaced.
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In placebo sedentary group, two animals died during the cardiac puncture procedure in
T1, but they were not replaced, so this group had a reduced number of animals in the
discontinuity phase (only 4 animals).
Clinical Observations
Clinical observations during physical activity practice indicated the presence of
refusal and escape to exercise behavior, which could indicate the presence of discomfort
or weakness in the limb. However, both the number of occurrences and the number of
animals affected by this behavior were reduced in all studied groups, which suggest that
physical activity did not interfered in muscles (Table 1).
INSERT TABLE 1
Biochemical Parameters
The values obtained in the biochemical variables creatine phosphokinase (CK),
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) are shown in
figure 1. It was verified that the variables presented high standard deviation, and the
variance analysis indicated no significant differences between groups in any of the
variables.
INSERT FIGURE 1
Effects on body and muscle weights
Comparison analysis of final body and soleus, gastrocnemius and EDL muscles
weights indicated no difference among the groups after the first four weeks of
intervention. In addition, after drug or placebo discontinuity period the values of body
and muscles weights were not significantly altered and no differences were observed
between groups (Table 2).
INSERT TABLE 2

Effects on muscle histology
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Slide analyses indicated that animals of all groups in both periods had changes
characterized by endomysial and perimysium inflammatory infiltrates, fibers in
degenerative process, presence of internalized nuclei and splittings (Figure 2). It was
verified that the amount of fibers that showed these changes was greater in the exercised
animals, both in placebo or atorvastatin treatment, after the two periods of intervention,
mainly affecting the soleus muscle; in these, there was an incidence of 10 to 20% of
internalized nuclei, and about 20 to 30 fibers in splitting process through the entire
length of the section per animal.

INSERT FIGURE 2

Quantitative analysis of morphological features is presented in table 3, and
confirms that soleus was the most affected muscle, as regards the number of animals
that showed the changes and the intensity with which they occurred. It was found that
fibers alterations were directly related to the type of intervention that the animal was
exposed, also having differences in the pattern of changes. So, the animals of exercised
atorvastatin or placebo groups showed more severe changes, which ranged from
minimal to moderate, when compared to atorvastatin Sedentary animals, which ranged
from minimal to mild. This trend was maintained even after the drug discontinuity
period.

INSERT TABLE 3

In the other tissues, it was found that EDL was the less affected, with minimum
intensity of degeneration in all groups in both intervention periods. This characteristic
was similar in the superficial gastrocnemius muscle, differing only by the largest
amount of animal suffering from a degenerative process, and by the presence of mild
degeneration in animal 48 in the period of four weeks.

Effects on muscle histochemistry
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The analysis of NADH-TR reaction slides indicated mild changes in most
studied groups. In general, for all muscles the reaction obtained was homogenous,
showing formazan aggregates mainly in oxidative fibers (Figure 3).

Of the three studied muscles, soleus had more fibers with loss of enzyme activity
then the others, occurring with greater frequency and intensity in the exercised groups,
atorvastatin or placebo, in both periods of 4 weeks and discontinuity. It was verified that
these changes were more frequent in fibers that have suffered splittings.

INSERT FIGURE 3

On the other hand, EDL muscle showed a lower amount of fibers with loss of
reaction, but most of the medicated and exercised animals showed intense formazan
aggregates in subsarcolemmal position. In contrast, few changes were found in the GS
and the most affected animals were part of placebo and atorvastatin exercised groups.
Muscle morphometry

Lesser diameter measure of fibers was performed using the histochemical
reaction of NADH-TR, considering the metabolic differences of each muscle. The
diameter values and the percentage of each fiber type in the different muscles are
presented as mean followed by respective standard deviation in Table 4.

INSERT TABLE 4

According to the results of variance analysis, no differences in the lesser
diameter values among the different studied groups were observed, both after four
weeks of intervention and after drug or placebo discontinuity. Moreover, it was found
that the interventions did not influence the percentage of fiber types in EDL and GS
muscles, since there were no significant differences among experimental groups.

Discussion
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The present study verified the effect of a physical activity program associated or
not with statin treatment, so as the drug discontinuity with the continuity of physical
activity, using biochemical profiles related to muscle condition, so as quantitative or
qualitative evaluations of muscle morphology and histochemical pattern related to
mitochondria function.

Although the recommended clinical profile to identify and manage statin muscle
injury is the measurement of creatine kinase, its use is very controversial. According to
some studies'”?, there is no established relation between clinical manifestations of
muscle injuries and CK values, so it is possible to have clinical manifestations without
enzyme levels increase, or the increase of enzymes levels without clinical
manifestations.

Creatine Kinase results of the present study reinforce this discussion, since the
groups with more intense muscle alterations did not have increased values of CK.
Moreover, variance analysis showed absence of significant differences between groups,
indicating that statin use did not increased CK levels. Although the high standard
deviation of this variable, which could influence the statistic results, the absence of CK
elevation could be related to the form of injury caused by statin.

Generally, muscle injuries caused by statins are restricted to intracellular space,
involving mainly the T tubular system without sarcolemma damage””. Once CK is an
intracellular enzyme, only sarcolemmal injuries could cause its leakage to extracellular
environment and, consequently, its increased serum levels; as statins do not injure
sarcolemma, the absence of increased CK levels is justified.

So, performing a direct analysis of muscle tissue is very important, because the
evaluation of injury presence and its intensity is more reliable. In the case of statin use,

some studies that evaluated its effects on muscle tissue verified the presence of
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degenerative alterations as necrosis and phagocytosis, which occurred about ten days
after statin use and damaged mainly the fiber type L"), It was also verified that in
these fibers mitochondria was the first organelle to present morphological alterations,
but the authors failed to justify the selectivity of statin lesions. Moreover, in these
studies the increase in CK levels occurred after ten days of statins use, what may be
related to drug dose, since both studies used the maximum tolerated dose of
rosuvastatin(7), simvastatin® and cerivastatin®.

In the present study the animals of atorvastatin group (AS) presented more
intense alterations than the animals in placebo (PS). Despite the evidences, how statin
triggers muscle injury is not totally defined. Some theories are proposed, such as
alterations in cellular membrane excitability due to membrane cholesterol reduction, or
mitochondrial alterations due to some respiratory chain intermediates reduce, or
apoptosis occurrence due to increase of cytosolic calcium and then activation of its
mitochondrial signaling(23’24).

Research evidences indicate that mitochondrial damage caused by statin use
could probably interfere in the regulation of cytosolic calcium, causing apoptosis and
then muscle fibers degeneration @325 In fact, some studies suggest that statins use
causes mitochondrial injury ®’%.

In the present study, mitochondria activity was analyzed by NADH-TR reaction,
which demonstrated that the animals in the atorvastatin groups (AS and AS) had more
fibers with lost of reaction than the animals in placebo treatment (PS and PE) ,
indicating the effect of statins in the mitochondria. However, morphological and

hystochemical alterations were more frequent and intense in exercised animals, mainly

those in use of atorvastatin (PE and AE).
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It is known that physical activity alone is related to the occurrence of skeletal

o Lo . 27,2
muscle injuries which, in turn, cause adaptive processes”” 8

, modifying the shape and
the structure of the fibers, so as promoting inflammatory response. So, the results of this
study suggest that muscle tissue is under an adaptation process in response to the greater
stress imposed by the association of two injury factors, and that the alterations found in
the histological analysis may be related to cellular energy supply, since the alterations in
the histochemistry analysis indicate mitochondria alterations.

In a previous research'! that verified the mechanisms of muscle injury
exacerbation, the effects of cerivastatin use associated with treadmill exercise practice
by rats were studied. The authors verified that this interaction caused exacerbation of
the changes, characterized as moderates and included the presence of internalized
nuclei, sarcoplasm fragmentation, vacuoles, inflammatory cells infiltration,
degenerations and mitochondria injury mainly in fiber type II, which was the primary
effect of statin in the fiber. According to the authors, the results indicate that muscle
injury exacerbation was not due to increased drug medication in the active muscles, but
by impaired oxidative metabolism since mitochondria injury was presented".

The present study verified that the morphological changes found are in

agreement to the alterations verified in the study cited above''”

, with the more intense
degenerations occurring for the atorvastatin exercised group (AE) in relation to the
others. However, some differences can be highlighted, such as the less intense
alterations reported in the present study, so as the metabolic characteristic of the most
affected muscle, in this case oxidative.

These differences may be related to the class of the drug that was used and to the

exercise intensity. In the above study(“) the administered statin was cerivastatin, which

was withdrawal from the market in 2006 due to high rates of death by rhabdomyolysis;
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furthermore, the authors opted to use a drug concentration previously related as
promoter of serious muscle damage. In addition, it was used a treadmill intensity of 20
m/min, while in the present study the speed not reached 10 m/min.

Generally, literature reports that statin discontinuity leads to the cessation of

muscle alterations caused by its use™>*

. In fact, after two weeks of the drug
discontinuity the sedentary animals presented fewer changes than the animals that were
sacrificed after four weeks of drug administration. The animals that continued
exercising (AE_D) presented the same alterations pattern of those that received statin
and were sedentary for 4 weeks (AS), differing only by the largest amount of fibers with
internalized nuclei and splittings. This response pattern may be an indicative of fibers
regenerative processes, suggesting that the continuity of the exercise after the
discontinuity of the drug do not present additional damage to the musculature, and such
strategy could be used in the cases that drug therapeutic can be stopped.

Such management proposed above is interesting because physical activity is also
related to lipid profile adequacy, reducing triglycerides, total cholesterol and its
maleficent fractions levels so as increasing the levels of its benefic fraction. So, based
on previous related improvement of these changes by the association of statins and
physical activity(15’16), the drug discontinuity with physical activity continuity could
result, at least, in the maintenance of lipid levels, which constitute an interesting
research topic.

In summary, drug use discontinuity associated with physical activity resulted in
an improvement of muscle changes verified in the animals submitted to this intervention

for 4 weeks, further stimulating muscle regenerative processes considered normal

responses to exercise, so characterizing a benefic state to the body. Such results suggest
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that physical activity practice can be an adjuvant in statin treatment, and that in muscle

scope it can be maintained even after drug use cessation.
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TABLE 1.

Table 1. Clinical observations during treadmill exercise.

Interventions
Placebo Atorvastatin
Placebo Atorvastatin
Observations Discontinuity Discontinuity
Exercise Refusal or Escape®
# Observations 3 3 4 7
# Animals 1° 3° 1€ 1€

“Animals trying to get out of the treadmill or just resting during exercise session; 'n = 8;

‘n=6.
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FIGURE 1.

Figure 1. Serum biochemical parameters (U/L) after interventions.

PS = Placebo Sedentary; PE = Placebo Exercise; AS = Atorvastatin Sedentary; AE =
Atorvastatin Exercise; PS_D = Placebo Sedentary Discontinuity; PE_D = Placebo
Exercise Discontinuity; AS_D = Atorvastatin Sedentary Discontinuity; AE_D =

Atorvastatin Exercise Discontinuity.



TABLE 2.

Table 2. Body and muscular weight of the groups after interventions.

116

Groups Body Weight (g) Soleus (g) GS (g) EDL (g)
4 weeks of atorvastatin or placebo
PS 467,81+£57,60 0,22+0,03 3,00+0,38 0,20+0,03
PE 433,04+25,01 0,23+0,03 2,56+0,16 0,20+0,02
AS 448,00+£54,51 0,23+0,04 2,82+0,40 0,21+0,03
AE 478,35+31,67 0,25+0,02 2,98+0,22 0,22+0,02
Atorvastatin or placebo discontinuity
PS 486,18+33,72 0,23+0,02 2,85+0,10 0,22+0,02
PE 479,58+45,94 0,27+0,03 2,98+0,30 0,20+0,05
AS 475,90+£39,70 0,22+0,04 2,72+0,32 0,20+0,03
AE 430,38+59,95 0,21+0,04 2,56+0,31 0,17+0,05

PS = Placebo Sedentary; PE = Placebo Exercise; AS = Atorvastatin Sedentary; AE =

Atorvastatin Exercise.
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FIGURE 2

Figure 2. Cross-sections of soleus (A-D), extensor digitorum longus (EDL - E e F) and
gastrocnemius superficial (GS - G e H) muscles. Samples from placebo exercise (A e E)
and discontinuity (B); atorvastatin exercise (C e G) and discontinuity (D, F e H).
Hematoxilin & Eosin (HE). In = Inflammatory Infiltrate; * = Fiber in degeneration;

Filled Arrow = Internalized Nuclei; Hollowed Arrow = Splitting. 500X.
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TABLE 3
Table 3. Incidence and severity of muscle fibers degenerative changes of the studied

groups.

Sol | EDL | GS Sol | EDL | GS

Placebo
Sedentary

Placebo Discontinuity

Placebo Exercise
Placebo Discontinuity

Atorvastatin Sedentary
Atorvastatin
Discontinuity

Atorvastatin
Discontinuity

Atorvastatin Exercise

Sol = Soleus; EDL = Extensor Digitorum Longus; GS = Gastrocnemius Superficial. No
An = Animal Number. Red = Necrosis presence. Blue = Necrosis Absence. *Minimal

change; **Mild change; ***Moderate change.
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FIGURE 3.

Figure 3. Cross-sections of soleus (A-F) and extensor digitorum longus (EDL - G e H)
muscles. Samples from placebo exercise (A e G) and discontinuity (B); atorvastatin
sedentary (C) and discontinuity (D); atorvastatin exercise (E) and discontinuity (F e H).

NADH-TR. Arrows = Fibers with loss of reaction. 500X.
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Tabela 4. Values of lesser diameter fibers (um) of the muscles studied.

120

EDL GS
Sol
I %1 1 :N % 11A 1B %11B I II %011

4 weeks of atorvastatin or placebo

X 5441 31,67 21,21 39,52 38,50 56,50 40,29 43,61 59,49 97,87
* DP 3,85 2,80 4,64 3,90 10,01 5,02 10,01 5,80 5,02 1,91

X 54,62 30,24 20,71 36,57 33,67 52,20 45,62 42,57 56,33 96,43
e DP 4,96 1,62 6,70 3,32 12,78 3,73 16,54 8,30 5,37 4,62

X 51,33 30,86 21,68 38,44 31,81 54,51 46,50 44,02 59,74 98,44
AS DP 5,29 2,52 3,13 4,20 7,35 3,36 8,57 7,77 3,86 3,73

X 56,94 3354 17,06 40,05 28,40 59,88 54,54 46,20 61,13 94,35
AL DP 3,89 3,17 6,12 4,91 9,23 4,44 11,45 5,26 4,41 5,70
Atorvastatin or placebo discontinuity

X 48,60 31,36 20,24 37,35 38,89 59,86 40,87 40,52 57,09 98,05
r DP 14,55 1,67 5,15 2,22 12,98 7,88 9,90 0* 2,81 3,38

X 57,48 31,75 22,75 40,13 25,98 59,08 51,26 43,82 56,14 93,88
v DP 3,25 1,32 8,77 1,93 14,15 5,57 21,22 2,50 1,65 9,33

X 54,17 3393 17,07 40,84 31,36 60,91 51,56 44,33 59,29 98,59
AS DP 4,82 2,70 2,75 2,74 8,96 4,08 9,30 8,09 3,50 1,09

X 52,00 32,39 18,54 40,87 27,19 57,76 54,27 41,73 57,56 93,52
AL DP 2,92 2,59 4,94 3,22 5,76 10,17 4,91 3,61 5,19 3,60

*Only one animal presented type I fibers thus there is not standard deviation. Sol = Soleus; EDL

= Extensor Digitorum Longus; GS = Gastrocnemius Superficial. PS = Placebo Sedentary; PE =

Placebo Exercise; AS = Atorvastatin Sedentary; AE = Atorvastatin Exercise.
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