REV BRAS ORTOP.2018;53(3):287-292

SB(}T

SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA

www.rbo.org.br

Artigo Original

t.)

Check for
updates

Efeitos da sinvastatina associada ao exercicio fisico
na resisténcia mecanica de musculos e ossos
de ratos™

Jéssica Suzuki Yamanaka**, Kaique Eduardo Carvalho Ribeiro®,
Gabriela Rezende Yanagihara®, Antonio Carlos Shimano*

e Alvaro César de Oliveira Penoni*®

@ Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil

b Universidade do Vale do Sapucai (Univds), Pouso Alegre, MG, Brasil
¢ Universidade Federal de Sdo Jodo del Rei, Sdo Jodo del Rei, MG, Brasil

INFORMA(;E)ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historico do artigo: Objetivo: Avaliar a influéncia da sinvastatina nas propriedades mecanicas de ossos e mus-

Recebido em 7 de abril de 2017 culos de ratos hipercolesterolémicos submetidos a exercicio fisico.

Aceito em 2 de maio de 2017 Meétodos: Foram usados dez ratos machos da raca Wistar, submetidos a dieta hiperlipidica

On-line em 16 de outubro de 2017 rica em colesterol por 90 dias. Os animais foram entdo distribuidos em dois grupos: subme-
tidos a tratamento com exercicio fisico (GE) e submetidos a tratamento com exercicio fisico

Palavras-chave: e sinvastatina (GE+S). Foi aplicado um protocolo de exercicio fisico na dgua e administragéo

Hipercolesterolemia de sinvastatina por oito semanas. Apés esse periodo, os animais foram eutanasiados e dis-

Sinvastatina secados a tibia esquerda e o musculo gastrocnémio direito de cada animal para andlise

Exercicio mecanica e a tibia direita para densitometria. Para andlise dos dados foi aplicado o teste t

Tibia de Student, considerou-se nivel de significancia de 5%.

Gastrocnémio Resultados: A comparacgdo da forca méxima erigidez ndo revelou diferenca significativa entre

os grupos tanto para a tibia (p = 0,851 e p = 0,259) quanto para o musculo gastrocnémio
(p = 0,911 e p = 0,083). A DMO das tibias também nao apresentou diferenca significativa
entre os grupos (p = 0,803).
Conclusdo: A sinvastatina ndo teve efeitos deletérios nas propriedades mecanicas da tibia
e do musculo gastrocnémio de ratos hipercolesterolémicos submetidos a exercicio fisico
aerdbio.
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Effects of simvastatin associated with exercise on the mechanical
resistance of muscle and bone in rats

ABSTRACT
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Objective: The aim of the present study was to evaluate the influence of simvastatin on
mechanical properties of the muscle and bone in hypercholesterolemic rats submitted to
physical exercise.

Methods: Ten male Wistar rats were submitted to a high-fat diet rich in cholesterol for
90 days. The animals were then divided into two groups: animals treated with physical
exercise (GE) and animals treated with physical exercise and simvastatin (GE+S). Protocols
for physical exercise in water and simvastatin administration were performed for eight
weeks. After this period, the animals were euthanized; the left tibia and right gastrocnemius
muscle were dissected for mechanical analysis, and the right tibia for densitometry. The data
were analyzed using Student’s t-test, considering a level of significance of 5%.

Results: The comparison of maximum load and stiffness revealed no significant differen-
ces between the groups for both the tibia (p = 0.851 and p = 0.259) and the gastrocnemius
(p = 0.911 and p = 0.083). The tibia BMD also showed no significant difference between the
groups (p = 0.803).

Conclusion: Simvastatin had no negative effects on mechanical properties in tibia and gas-

trocnemius of hypercholesterolemic rats submitted to physical exercise.
© 2017 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora
Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A hipercolesterolemia é caracterizada por elevagdo anor-
mal dos niveis de colesterol no sangue e é considerada
um significante fator de risco para doengas cardiovascula-
res. O tratamento da hipercolesterolemia e a prevencdo de
doencas cardiovasculares envolvem terapia nutricional, pra-
tica de exercicio fisico e terapia medicamentosa.’

A sinvastatina é um farmaco usado no tratamento e
na prevencao da hipercolesterolemia. Atua como inibidor
da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA)
redutase, enzima fundamental no caminho biossintético do
colesterol no figado, coibe a sintese de colesterol.” Outras
aplicabilidades das estatinas tém sido estudadas devido seus
efeitos pleiotrépicos. Existem relatos de efeitos adversos do
uso de estatinas no tecido muscular, inclusive dor, miopatia e,
em casos mais graves, rabdomidlise.? Também hé evidéncias
de que as estatinas podem ter efeitos no tecido 6sseo,* porém
existem muitas controvérsias.

O exercicio fisico também atua no sistema musculoesque-
lético e pode ser indicado como terapia complementar ao
uso de sinvastatinas para reducdo dos niveis de colesterol.
As alteracdes morfoldgicas nos ossos e musculos derivadas
dessas terapias tém sido estudadas. No entanto, comparar a
relacdo da sinvastatina com a pratica de exercicio é necessa-
rio para que seja possivel evidenciar o comportamento dessas
duas modalidades terapéuticas na resisténcia mecénica do
tecido 6sseo e muscular. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia da sinvastatina nas propriedades meca-
nicas de ossos e musculos de ratos hipercolesterolémicos
submetidos a exercicio fisico.

Material e métodos

Este estudo se caracterizou como piloto experimental em
modelo animal, seguiu as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e do International Guiding Principles
for Biomedical Research Involving Animals. Foi previamente
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Vale do Sapucai (Univés), sob protocolo
202/13.

Foram usados 10 ratos machos Wistar, com massa corpo-
ral entre 270 e 290 g. Os animais foram adquiridos através do
Biotério da Univas, permaneceram sob condi¢des controla-
das de ambiente com temperatura de 21 + 2°C, umidade de
55-60% e ciclo 12 horas claro/escuro, sem restricdo de adgua e
racao.

Os animais foram divididos ao acaso em dois grupos
(n = 5) de acordo com os tratamentos propostos: Grupo
Exercicio (GE) — Os animais foram tratados com exercicio
fisico; e Grupo Sinvastatina + Exercicio (GS+E) — Os ani-
mais foram tratados simultaneamente com exercicio fisico e
sinvastatina.

Indugdio da hipercolesterolemia

Os animais receberam dieta hipercolesterolémica baseada na
AIN-93 (American Institute of Nutrition) composta por 18% de
lipidios por kg (1,25% de colesterol) para indugdo da hiper-
colesterolemia, durante 90 dias.”> Apds os 90 dias foi feita
coleta de sangue, por meio de puncao cardiaca, e exame labo-
ratorial para confirmar a elevacdo do nivel de colesterol dos
animais.
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Administracdo da sinvastatina

A sinvastatina foi administrada na dosagem de 20mg/kg. O
medicamento em p6 foi misturado com agua grau I purificada
em sistema Milli-Q e a suspensao foi ofertada por meio do pro-
cesso de gavagem. Devido ao crescimento e a modificacdo do
peso corporal dos animais, a dose do medicamento foi recal-
culada diariamente. O medicamento foi administrado por oito
semanas.

Protocolo de exercicio fisico

O protocolo de exercicio foi de treinamento na agua com
duracao de 60 minutos, cinco vezes por semana, durante oito
semanas, em um sistema de natacdo adaptado para ratos.°
Foi usado um tanque de natacdo com formato retangular e
superficie lisa, media 120 cm de comprimento, por 60cm de
largura, por 60cm de altura.” A dgua foi mantida em profun-
didade de 40cm, com a temperatura de 31+1°C.® Antes do
inicio dos experimentos, todos os animais foram adaptados
ao meio liquido no mesmo tanque descrito previamente e sob
as mesmas condicdes. A adaptacao se deu durante cinco dias,
nos quais os animais foram colocados na dgua durante tempo
crescente de 5, 15, 25, 35 e 45 minutos com o propésito de
evitar o estresse do animal sem promover adaptacdes fisioldgi-
cas nesse periodo. Os animais foram supervisionados durante
todo o tempo de exercicio para que nao ficassem boiando ou
apoiados.

Morfometria

Os animais foram pesados semanalmente para avaliacdo da
massa corporal. Apds o periodo de tratamento os animais
foram submetidos a eutandsia com dose excessiva de anesté-
sico (xilazina e ketamina). Foram dissecadas as tibias direita e
esquerda e o gastrocnémio direito de cada animal.

As tibias foram pesadas em uma balanca de precisdo com
divisdo de 0,01 g (AC-2000, Marte®)‘ O comprimento das tibias
foi mensurado com um paquimetro digital com 0,01 mm de
precisao (Mitutoyo®).

Densitometria

As tibias direitas foram submetidas a densitometria em
um densitémetro de dupla emissdo de raios X (DPX-Alpha,
Lunar®, USA), pertencente ao Laboratério de Bioengenharia
da FMRP/USP. As aquisicoes das imagens foram feitas com as
tibias na mesma posicdo, imersas sob profundidade de 2cm
de solucédo fisioldgica estéril em um recipiente plastico. Com o
uso do DPX software (versao 4.7 E, Lunar®, USA) os ossos foram
demarcados manualmente em uma regido de interesse de
9mm? logo abaixo do disco epifisario, colheu-se a informacéo
da densidade mineral éssea (DMO).

Andlise mecdnica

Para analisar as propriedades mecénicas, a tibia esquerda dos
animais foi submetida a ensaio de flexdo de trés pontos, com
uma Maquina Universal de Ensaios (DL10.000, EMIC®, Brasil),
pertencente ao Laboratério de Bioengenharia da FMRP/USP.

Os ossos foram posicionados sobre dois pontos de apoio dis-
tantes em 25 mm. Foi usada uma célula de carga de 500N e a
aplicacdo da forca ocorreu em uma velocidade de 1 mm/min,
até a ruptura da amostra. As propriedades analisadas foram a
forca maxima e a rigidez relativa.

O musculo gastrocnémio direito foi submetido ao ensaio
de tragdo com uma Maquina Universal de Ensaios (DL10.000,
EMIC®, Brasil) acoplada a uma célula de carga de 500N, para
mensurar as propriedades mecénicas de forca maxima e rigi-
dez relativa das fibras musculares. Foram usados os seguintes
parametros: velocidade de 10mm/min, pré-carga de 5N e
tempo de acomodagao de 30 segundos.

Andlise estatistica
Para comparacgdo dos grupos foi usado o teste estatistico t de

Student. As andlises estatisticas foram feitas com o programa
SPSS (Versao 20.0) e foi adotado nivel de significancia de 5%.

Resultados
Massa corporal e consumo de ragdo

A massa corporal dos animais foi semelhante no inicio do
experimento (p = 0,183). Os grupos mantiveram massa cor-
poral semelhante apds a inducdo da hipercolesterolemia
(p = 0,132) e no fim do experimento (p = 0,210). O ganho de
massa foi crescente até a 82 semana, correspondente ao fim da
dieta hipercolesterolémica (p < 0,001), a partir da 8% semana,
com o inicio do tratamento, a perda de peso foi gradativa, os
animais perderam peso significativamente no fim do experi-
mento (p = 0,033).

Foi mensurada a média do consumo de racdo diario até o
fim da inducdo da hipercolesterolemia, nao houve diferenca
entre os grupos nesse periodo (p = 0,120). Apéds, a média do
consumo didrio de ra¢do durante o periodo de tratamento
também foi mensurada e nao houve diferenca significativa
entre os grupos (p = 0,784). O consumo de racdo antes e apds
o treinamento fisico também néo foi diferente (p = 0,281). A
figura 1 representa graficamente os valores de massa corporal
e consumo de rag¢do nos grupos.

Avaliagdo da tibia

As medidas morfométricas nédo revelaram diferenca significa-
tiva para o comprimento (p = 0,834) e para o peso das tibias
(p = 0,302) entre os grupos.

A comparacdo da forca méaxima (p = 0,851) e da rigidez
relativa (p = 0,259) da tibia esquerda néo revelou diferenca
significativa entre os grupos. Também nao foi observada
diferenca significativa na DMO na comparacao dos dois grupos
(p = 0,803). Os resultados estao apresentados na tabela 1.

Avaliagdo do gastrocnémio

A resisténcia do musculo gastrocnémio nao foi afetada pela
associacdo da sinvastatina ao exercicio. A comparacdo da
forca maxima entre os grupos néo revelou diferenca signifi-
cativa (p = 0,911). A rigidez do gastrocnémio no teste de tracdo
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Figura 1 - A, comparacdo entre os grupos Exercicio (GE) e Exercicio e Sinvastatina (GE+S) em trés diferentes tempos. Ambos
os grupos ganharam peso até o fim da dieta e tiveram perda de peso com o tratamento, sem diferenca significativa entre os
grupos em nenhum dos tempos. * diferenca significativa em relagéo ao Inicio. + diferenca significativa em relagéo ao

pos-tratamento; B, o consumo de ragido nio teve alteragcdo antes e apés o tratamento e também néo diferiu entre os grupos.

Tabela 1 - Resultados do comprimento, peso e densidade mineral 6ssea (DMO) das tibias direitas e da forca maxima

e rigidez das tibias esquerdas nos grupos Exercicio (GE) e Exercicio e Sinvastatina (GE+S)

Tibia direita

Tibia esquerda

Comprimento (mm) Peso (g) DMO (g/cm?) Forca maxima (N) Rigidez relativa (N/mm)

GE 43,37 40,45 0,96 + 0,04 0,12+0,01 129,57 + 18,21 264,91 + 38,46
GE+S 43,324+0,25 1,014+0,09 0,12 +0,04 127,91+5,96 233,234+43,76
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Figura 2 - A, os grupos Exercicio (GE) e Exercicio e Sinvastatina (GE+S) apresentaram similar forca maxima ao ensaio
mecanico do gastrocnémio; B, a rigidez foi similar entre os grupos.

também néao apresentou diferenca significativa (p = 0,083). Os
resultados estdo apresentados na figura 2.

Discussao

O presente estudo avaliou o uso de sinvastatina associado ao
exercicio fisico na tibia e no gastrocnémio de ratos hipercoles-
terolémicos, visto que ambos sdo modalidades terapéuticas
hipolipemiantes e tém efeitos no sistema musculoesquelé-
tico. Os resultados do presente estudo nao demonstraram
influéncia do exercicio fisico nas propriedades morfométricas,
mecéanicas e DMO das tibias de ratos usuérios de sinvastatina
ou ndo. A sinvastatina também néo afetou a resisténcia meca-

nica do musculo gastrocnémio quando associado ao exercicio
fisico.

O exercicio, mesmo de baixo impacto, como a natacéo,
estimula a formacdo 6ssea. A agdo muscular envolvida na
atividade promove estimulo mecénico para os ossos, que,
devido a sua propriedade piezoelétrica, respondem positi-
vamente a esse estimulo.” A sinvastatina, por sua vez, ndo
afetou a estimulacdo 6ssea, ambos os grupos apresentaram
valores similares de DMO e propriedades mecanicas. O exer-
cicio fisico, como um forte fator de influéncia no tecido ésseo,
pode ter suprimido a resposta da sinvastatina no presente
estudo.

Estudos relatam que as estatinas tém acdo na estimulacdo
do tecido ésseo.*'0 Essa acdo ocorre devido a estimulagdo da
proteina morfogénica éssea (BMP-2), que causa proliferacdo
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e diferenciacdo osteoblastica, resulta em maior e melhor
formacéo do tecido 6sseo. De acordo com Anbinder et al.,'!
todas as estatinas, exceto a pravastatina, estimulam a BMP-
2. As estatinas foram ainda relacionadas a uma diminuicao
da atividade osteoclastica e consequente reducao da absorcao
6ssea observados pelo aumento expressdo de osteoprotege-
rina (OPG) e diminui¢do da expressao de fator nuclear kappa-B
ligante (RANKL).'? Assim, o possivel emprego das estatinas
para potencializar o tratamento de deficiéncias dsseas tem
sido investigado. Oxlund e Andreassen'® avaliaram os efeitos
da sinvastatina em tibia e vértebra de ratas ovariectomizadas
e observaram uma reducao da perda do osso trabecular. Sko-
glund et al.’ ainda relataram que ratos submetidos a fratura
de fémur, tratados com 120 mg/kg de sinvastatina, apresen-
taram melhor resisténcia do que aqueles nao tratados com
sinvastatina.

No entanto, outros estudos demonstraram que nao houve
estimulacdo dssea apds tratamento com sinvastatina em
ratas.’'® Maritz et al.'® ainda afirmaram que altas doses
de sinvastatina aumentam a formacdo &ssea, enquanto
baixas doses de sinvastatina podem diminuir a formacéo
6ssea. Doses, tempos e modos de administracdo diferen-
tes podem gerar os resultados controversos. Para evitar
efeitos colaterais derivados de altas doses de sinvastatina
a administracdo local nos ossos parece ser uma atra-
tiva solugcdo para a aplicacdo de sinvastatina na terapia
bssea.l’

A sinvastatina também é associada a danos morfolégicos e
estruturais no musculo esquelético.’® A sinvastatina ndo atua
exclusivamente no caminho biossintético do colesterol, inibe
também a sintese da coenzima Qq9, 0 que afeta a capacidade
de fosforilacdo oxidativa mitocondrial e pode levar a apoptose
das fibras musculares.’® Ratos que fazem o uso da sinvastatina
apresentam alteracdes morfoldgicas e estruturais, que podem
ser agravadas quando o uso de sinvastatina é associado ao
exercicio.”? Bonfim et al.’! afirmaram que a associagdo de
sinvastatina com o exercicio fisico em esteira conduziu a um
aumento da lesdo muscular em ratos. Nao foram observadas
no presente estudo diferencas significativas nas proprieda-
des mecanicas de animais usudrios ou nao de sinvastatina. O
estudo de Padulla et al.?? afirmou que a musculatura cardiaca
de ratos treinados sofreu adaptacoes benéficas em resposta
ao exercicio, tornou-a mais resistente aos efeitos apoptéticos
das estatinas. O exercicio fisico € um poderoso estimulador da
biogénese mitocondrial. Dessa forma, embora existam estu-
dos que descrevam que o exercicio provoca microlesdes que
podem agravar a miopatia advinda do uso de estatinas, ele pro-
move fortalecimento muscular que pode ter evitado o dano
musculoesquelético relacionado a sua resisténcia biomeca-
nica.

Os animais foram alimentados com dieta hipercolesterolé-
mica, a fim de causar hipercolesterolemia e melhor mimetizar
os efeitos do tratamento.” Os animais adquiriram peso
crescente ao longo do experimento durante a alimentacdo
hipercolesterolémica. Esse aumento crescente de peso pode
ser explicado pelo crescimento natural dos animais somado
a uma dieta rica em lipidios. A partir entdo do término da
dieta e do inicio da pratica de atividade fisica, os animais
vieram a perder peso. Embora tenha ocorrido perda de peso
com o tratamento, foi possivel notar que o consumo de racdo

nao teve alteragdo. Esse fato pode ser explicado pelo aumento
do gasto energético devido a pratica de exercicio fisico, ao
mesmo tempo em que mimetiza a reeducagdo alimentar e
fisica envolvida em um tratamento conservador para controle
colesterolémico e que, devido aos novos hébitos, agrega perda
de peso.

A natacgdo foi escolhida pois o exercicio fisico aerdbico
de cardater continuo se configura como exercicio de escolha
para pacientes com hipercolesterolemia. O exercicio de baixo
impacto ndo diminuiu a resisténcia muscular associado ao uso
de sinvastatina e pode até promover fortalecimento muscular
e evitar esse dano. O tecido dsseo também nao foi afetado com
o uso de sinvastatina. Embora a sinvastatina possa ser con-
siderada estimuladora da formacdo éssea, ndo potencializou
mas também ndo suprimiu os efeitos do exercicio fisico. Além
do mais, o uso sinvastatina com exercicio fisico atua como
regulador de disturbios metabdlicos que podem ser prejudi-
ciais para o sistema musculoesquelético.’? Portanto, a prética
de exercicio fisico de baixa intensidade é indicada como trata-
mento auxiliar no controle das dislipidemias ndo apenas por
seu efeito hipolipemiante, mas também por agregar benefi-
cios musculoesqueléticos que evitam danos agregados ao uso
de medicamentos.

E importante conhecer a resposta biomecanica dos ossos
e musculos frente a terapia da hipercolesterolemia. O pre-
sente estudo complementa os estudos que avaliam os efeitos
morfoldgicos e estruturais do exercicio e da sinvastatina no
sistema musculoesquelético. No entanto, foram usadas amos-
tras pequenas que talvez possam nao extrapolar os resultados
em um grupo maior. Incentivam-se entdo novos estudos com
amostras maiores. Os achados nos levam a concluir que
a sinvastatina ndo teve efeitos deletérios nas propriedades
mecanicas da tibia e do musculo gastrocnémio de ratos sub-
metidos a exercicio fisico aerdbio.
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