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“...E o tempo da travessia: e, se nio
ousarmos fazé-la, teremos ficado,

4

para sempre, 4 margem de nos mesmos.

Fernando Pessoa

“Ndo é o desafio

que define quem somos

nem o que somos capazes de set,

mas como enfrentamos esse desafio:
podemos incendiar as ruinas

ou construir, através delas e passo a passo,

um caminho que nos leve

a liberdade.”

Richard Bach
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Resumo

Moraes CSL. Estudo da toxicidade muscular pelo uso de estatinas em
pacientes hipercolesterolémicos: avaliacdo pela espectroscopia do
hidrogénio por ressonancia magnética [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012.77p.

A doenca cardiovascular € a principal causa de morte no mundo
ocidental e as estatinas sdo 0s medicamentos mais prescritos para
prevencdo e tratamento. Apesar de serem o0s farmacos mais prescritos,
ainda sao subutilizados, tendo como principal causa de interrupcdo do
tratamento a miopatia. Entre os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
miotoxicidade, a deficiéncia da coenzima Q10 vem sendo apontada como a
principal responsavel deste efeito colateral. A creatinofosfoquinase (CPK) é
um biomarcador de gravidade dos danos musculares sendo utilizado de
rotina na prética clinica. Contudo, seus niveis podem estar normais ou
aumentados em pacientes em uso de estatinas e apresentando sintomas
musculares. Sendo assim, a espectroscopia do hidrogénio por ressonancia
magnética (EHRM) poderia auxiliar no diagnostico da toxicidade muscular
causada pelas estatinas, através de um estudo metabdlico de alteracbes
decorrentes dos varios mecanismos envolvidos isolados ou associados. O
objetivo deste estudo ¢é avaliar as concentracbes das gorduras
intramiocelulares (IMCL) e extramiocelulares (EMCL), creatina total (Cr total)
e trimetilamina (TMA), nos musculos tibial anterior e s6leo, nos pacientes em
uso de estatina e com sintomas musculares e comparar com individuos
hipercolesterolémicos (LDL=160mg/dL) e normocolesterolémicos
(LDL<160mg/dL), ambos sem tratamento. Também avaliar o efeito da
reducdo do colesterol plasméatico (apds trés meses de tratamento com
estatinas) nas concentracdes de gorduras IMCL e EMCL. Além disso, fazer
uma correlacdo entre os niveis de CPK destes pacientes com as variaveis
da espectroscopia. Noventa e um pacientes (média de 44 anos, 54 mulheres
e 37 homens) foram submetidos a coleta de sangue para avaliacdo do perfil
lipidico, TGO, TGP, CPK, TSH, T4 livre, creatinina e glicemia, e H-MRS para
avaliacdo dos metabdlitos IMCL, EMCL, Cr total e TMA. Os pacientes foram
divididos em trés grupos: grupo 1 (pacientes com LDL-C<160mg/dL, sem
uso de medicacdo hipolipemiante) n=49, grupo 2 (pacientes em uso de
estatina e apresentando sintomas musculares) n=18 e grupo 3 (pacientes
com LDL-C=160mg/dL, sem uso de estatina) n=24. Os pacientes do grupo 3
foram submetidos a coleta de sangue e a EHRM em dois momentos: antes e
trés meses ap0s o tratamento com sinvastatina 20mg. Os exames foram
realizados utilizando o aparelho de ressonancia magnética SIGNA 15 T
(Tesla) (General Electric, Milwaukee, WI, USA) e as imagens foram
analisadas e processadas automaticamente utilizando o programa LCModel
versdo 6.2 (http://s-provencher.com/). Foram obtidos 115 exames de
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espectroscopia. Os pacientes do grupo 2 (559 anos) eram mais velhos do
que os dos grupos 1 (38+11 anos) e 3 (4819 anos) respectivamente,
p<0,001. Houve diferenca significante entre 0os grupos, pré-tratamento, em
relacdo ao colesterol total, LDL-colesterol, triglicérides e TGO (p<0,001).
N&o foi observada diferenca significante nos niveis de CPK entre 0s grupos
1, 2 e 3 (p=NS). No grupo 3, houve reducado significante nos niveis de
colesterol total, LDL-C e triglicérides apds tratamento com estatina (p<0,05).
Nao houve diferenca significante entre as variaveis IMCL, EMCL, Cr total e
TMA, assim como suas razdes entre 0s grupos avaliados e no grupo 3 antes
e apos o tratamento com estatinas (p=NS).Em relag&o aos valores de CPK e
os resultados encontrados nas espectroscopias dos pacientes do grupo 2,
observamos uma correlacao positiva e significante entre a analise sérica da
CPK e a razdo da gordura IMCL e creatina total no musculo tibial anterior
(r=0,253; p=0,018). A EHRM é um exame factivel para ser utilizado na
pratica clinica, porém ndo foi possivel demonstrar alteragbes nas
concentragfes dos metabolitos nos musculos tibial anterior e séleo entre os
grupos estudados. Os achados de correlagbes entre a CPK e a razdo da
gordura IMCL e creatina total podem sugerir uma manifestacéo precoce de
toxicidade muscular causada pelas estatinas, em pacientes com sintomas
musculares.

Descritores:1.Estatinas 2.Miotoxicidade 3.Espectroscopia 4. Ressonancia
magnética
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Moraes CSL. Study of muscle toxicity by use of statins in
hypercholesterolemic patients: evaluation by proton magnetic resonance
spectroscopy [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”; 2012. 77p.

Cardiovascular disease is the leading cause of death in the western world
and statins are the most prescribed medications for prevention and
treatment. Despite being the most prescribed drugs, they are still under-used.
The main cause of interruption of statin treatment is myopathy. Among the
mechanisms involved in the pathophysiology of myotoxicity, deficiency of
coenzyme Q10 has been described as the main cause of this side effect.
Creatine kinase (CK) is a biomarker for severity of muscle damage, but its
levels may be normal or increased in patients on statin use and muscle
symptoms. Thus, proton magnetic resonance spectroscopy (H-MRS) could
assist in the diagnosis of muscle toxicity caused by statins, through a study of
the metabolic changes. The aim of this study is to evaluate the
concentrations of intramyocellular (IMCL) and extramyocellular lipids
(EMCL), total creatine and trimethylamine (TMA), on tibialis anterior and
soleus muscles in patients on statin use and muscle symptoms and compare
with hypercholesterolemic subjects (LDL = 160mg/dL) and normal subjects
(LDL<160mg/dL), both without treatment. Also, the effect on LDL serum
levels (after three month statin treatment), and concentrations of IMCL and
EMCL lipids. In addition, make a correlation between the levels of CK and the
variables of spectroscopy.

Ninety-one patients (mean age=44, 54 women and 37 men) were submitted
to blood sampling for evaluation of serum total cholesterol, LDL-C, HDL-C,
triglycerides, AST, ALT, CK, glucose, TSH and creatinine, and H-MRS for
evaluation of metabolites, IMCL and EMCL lipids, total creatine and TMA.
Patients were divided in 3 groups: 1 (patients with LDL-C<160mg/dL, without
statin use) n=49, 2 (patients on statin use and muscle symptoms) n=18 and 3
(patients with LDL-C=2160mg/dL, without statin use) n=24.Group 3 were
subjected to blood sampling and the H-MRS on two occasions: before and
three months after treatment with simvastatin 20 mg. The tests were carried
out in a MRI SIGNA 1.5 Tesla (General Electric, Milwaukee, WI, USA)
magnet and the images were processed automatically using the software
LCModel version 6.2 (http://s-provencher.com/). From the 91 study subjects
a total of 115 H-MRS scans were performed. Patients in group 2 (age 55.0 =
9.0 years) were older, respectively, than in groups 3 (48.0 £ 9.0 years) and 1
(38.0 + 11.0 years), p<0.001. There was a statistically significant difference
between the groups before treatment in relation to the total cholesterol, LDL-
cholesterol, triglycerides and AST (p<0.001). There were no significant
differences on plasma CK levels, in patients presenting muscle symptoms
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(p=NS). In Group 3, there was significant reduction in levels of total
cholesterol, LDL-C and triglycerides after treatment with statin
(p<0.05).There were no significant differences regarding median IMCL
variables, EMCL, total creatine and TMA, in the tibialis anterior and soleus
muscles as well as their ratios among the three groups and after group 3
three month treatment (p=NS). A significant and positive correlation (r=0.253,
p=0.018), was found in group 2 between serum CK and the ratio of
intramyocellular and total creatine in tibialis anterior muscle. H-MRS is a
feasible exam to be used in clinical practice; however it has not been
possible to demonstrate changes in concentrations of the metabolites in the
tibialis anterior and soleus muscles. The findings of correlations between CK
and intramyocellular and total creatine may suggest an early manifestation of
muscle toxicity caused by statins in patients with muscle symptoms.

Descriptors: 1.Statin 2. Miotoxicity 3.Spectroscopy 4.Magnetic resonance
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1.1 O uso de estatinas

A doenca cardiovascular € a principal causa de morte no mundo
ocidental e as estatinas sdo 0os medicamentos mais comumente prescritos
para prevencao e tratamento. A eficacia das estatinas em reduzir os niveis
de colesterol e o risco de doenca coronaria, bem como sua seguranca e
tolerabilidade, ja esta bem estabelecida'™’. Sdo os farmacos mais prescritos
no mundo, porém ainda subutilizados. Apenas 50% dos pacientes que

teriam indicacdo de tratamento recebem a medicacao®"*?

e a principal causa
conhecida de interrupcdo do mesmo é a miopatia®®*®. Apés o inicio do
tratamento, 25% dos adultos interrompem o0 uso em seis meses e até 60%
em dois anos®®. Estima-se que nos Estados Unidos existam 33 milhdes de
adultos em uso de estatina e, desses, sete milhBes apresentam dor
muscular, sendo 25% causado pela estatina®’.

A incidéncia de miotoxicidade é estimada em 0,1 a 0,5% nos casos
de monoterapia e 0,5 a 2,5% nos casos de associacdo de medicacdo®. Em
estudos randomizados, a incidéncia é de aproximadamente 1,5 a 5%"*°.
Em um estudo com 45 pacientes apresentando miopatia associada a
estatina, os sintomas musculares apareceram em 6,3 meses apo6s o inicio do

tratamento e persistiram por 2,3 meses ap6s ter sido descontinuada a

terapia®®.
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1.2 Miotoxicidade

As varias formas de miotoxicidade incluem: miopatia, mialgia,
miosite e, mais gravemente, rabdomidlise®*.

Miopatia é definida como qualquer desconforto muscular'®?%23, A
incidéncia de miopatia em estudos randomizados é de 11 pacientes por
100.000 pessoas/ano®®. Em uma meta-andlise de 16 estudos incluindo
41.457 pacientes, Kashani e colaboradores observaram que ndo houve um
aumento significativo da CPK em pacientes tratados com estatinas e que
apresentavam sintomas musculares?*,

Mialgia €é definida como dor muscular sem elevacdo da

creatinofosfoquinase (CPK) e ocorre em 2 a 7% dos pacientes®*?°,

e a
miosite como sintoma muscular e elevagcdo da CPK de 3 a 10 vezes o limite
superior da normalidade (LSN)?*%2° A elevacdo assintomética da CPK
acima de dez vezes o limite superior da normalidade pode ocorrer em 11 a
63% dos pacientes®.

Rabdomidlise é o mais grave efeito colateral causado pelas estatinas
e pode causar insuficiéncia renal aguda, coagulacdo intravascular
disseminada e morte. Estima-se que a mortalidade esteja em torno de 0,3
por 100.000 pessoas/ano®. Os niveis de CPK apresentam-se acima de
10.000 U/L ou de 10 vezes o LSN com elevagdo da creatinina sérica ou
necessidade de terapia de hidratacdo'®?*?*. De acordo com o Food and

Drug Administration (FDA), a incidéncia de rabdomiélise fatal é de 0,15 por

um milhdo de prescricdes de estatina®®. A rabdomiélise devido ao uso de
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estatinas ocorre em 60% dos casos de interacdes medicamentosas®. O uso
concomitante de estatina e fibrato, mais especificamente o genfibrozil,
relacionou-se a uma incidéncia de rabdomidlise dez vezes mais alta®’.

De acordo com o FDA Adverse Effects Reporting System (AERS), a
frequéncia de rabdomidlise € quatro vezes maior na monoterapia com
lovastatina, sinvastatina e atorvastatina do que com o uso da pravastatina e
fluvastatina®’.

De acordo com o US National Lipid Association Statin Safety
Assesment Task Force?’, uma meta-anélise de 21 estudos com 180.000
pacientes seguidos por um ano, a miopatia ocorreu em cinco por 100.000
pacientes/ano e rabdomiélise em 1,6 por 100.000 pacientes/ano®’.

A mialgia causada pela estatina tem como sintomas a sensacao de
peso, cansagco ou caimbras principalmente em membros inferiores. Além
disso, alguns pacientes podem referir dor articular e fraqueza muscular
durante a atividade fisica®. Atletas, quando necessitam da medicac&o,

frequentemente nao toleram a terapia.

1.3 Relacdo entre os diferentes tipos de estatinas e os sintomas

musculares

Em geral, a efetividade da estatina é dose dependente. A cada dose

|28

duplicada, espera-se uma reducédo de 7% do LDL colesterol“". A eficacia e

toxicidade séo diferentes para cada tipo de estatina utilizada.
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A frequéncia dos sintomas musculares associados a terapia com
estatina foi avaliada no estudo PRIMO?® (Prediction of Muscular Risk in
Observational Conditions). Este estudo avaliou 7924 pacientes com
dislipidemia, com idade entre 18 e 75 anos, recebendo altas doses de
estatinas por trés meses ou mais antes do estudo®. Os sintomas
musculares foram relatados por 832 pacientes (10,5%). Estes sintomas
foram duas vezes maiores do que o0s sintomas observados nos estudos
clinicos envolvendo o uso de estatina (1-5%)%°. Os sintomas musculares
foram maiores nos pacientes em uso de sinvastatina 40 a 80mg (18,2%),
seguido de atorvastatina 40 a 80mg (14,9%), pravastatina 40mg (10,9%) e
fluvastatina 80mg (5,1%). As causas do sintoma de dor muscular foram
diagnosticadas em 41% dos 832 pacientes, sendo 53% durante o exercicio
fisico e 30% com o uso de medica¢des concomitantes. O tempo médio de
aparecimento dos sintomas foi de um més apds o inicio ou aumento da
estatina. Fraqueza, rigidez e caimbras foram descritas em 57,9% dos
pacientes, fraqueza muscular esteve presente em 26,6% dos pacientes e dor
generalizada em 60,1% dos pacientes. As dores foram mais descritas nas
extremidades, incluindo coxas e pernas®. Este estudo sugere a importancia
de se reconhecer os fatores de risco responsaveis pelos sintomas
musculares, auxiliando na identificacdo e manuseio de pacientes com
elevado risco para desenvolver miotoxicidade. Em uma meta-analise de
Kashani e colaboradores, as mialgias foram descritas em 21 estudos com
48.138 pacientes. Quando a mialgia foi avaliada entre os pacientes em uso

de estatina, apenas a atorvastatina apresentou um aumento significativo de
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risco quando comparado ao placebo (5,1% versus 1,6%)%. Buettner e
colaboradores avaliaram 3580 pacientes acima de 40 anos de idade®’. Em
relacdo aos que faziam uso de estatinas, 22% relataram dor muscular em
pelo menos uma regido anatdbmica nos ultimos 30 dias, comparado com
16,7% que nao faziam uso da medicacéo™®.

Estudos indicam que as estatinas possuem caracteristicas
diferentes, podendo ser hidrofilicas ou lipofilicas, sendo as primeiras melhor
toleradas®.. Além disso, a via de metabolizacdo das estatinas também difere
entre si. A rosuvastatina é metabolizada pelo CYP P450 2C9 e 2C19, a
lovastatina, sinvastatina e atorvastatina pelo sistema enziméatico CYP P450
3A4, a fluvastatina pelo CYP P450 2C9 2D6, enquanto a pravastatina é
metabolizada por sulfatacdo®’. Desta forma, a miotoxicidade pode ocorrer
guando as estatinas sdo associadas a medicac¢des que utilizam ou inibem a
mesma via metabélica®>. Muitos estudos tém sugerido que a interacéo das
estatinas com varias medicacdes ou substancias que utilizam o CYP450 3A4
como ciclosporina, antifungicos, verapamil, inibidores de protease do virus
HIV, e o CYP 450 2C como amiodarona, cimetidina, fluoxetina, fenitoina e
varfarin, podem resultar em aumento da concentracdo sérica da estatina e,
consequentemente, miopatia’>. A rosuvastatina tem sido apontada como
responsavel pela miopatia quando utilizada em combinacdo com sildenafil®.

Histéria familiar de dor muscular, caimbras, hipotireoidismo, idosos,
sexo feminino, etilismo, atividade fisica intensa, insuficiéncia renal ou
hepética, uso de medicacbes e historico prévio de CPK elevada sé&o

considerados como fatores de risco maiores para o desenvolvimento de
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sintomas musculares, durante o tratamento com altas doses de estatina?®3*.

Vladutiu e colaboradores, em um estudo com 136 pacientes em uso de
estatinas e que apresentaram miopatia, sugerem uma elevada prevaléncia
de doencas musculares metabdlicas na populacéo geral. Os achados deste
estudo indicam que alguns pacientes, que desenvolveram miopatia
desencadeada pelo uso das estatinas, apresentavam doenca muscular

preexistente?’.

1.4 Mecanismos de toxicidade

A exata fisiopatologia da miopatia causada pela estatina ndo € bem
conhecida e tem sido pouco estudada. Varios mecanismos fisiopatologicos
podem contribuir para a miotoxicidade, entre eles a excitabilidade da
membrana, funcdo mitocondrial e deplecdo de ubiquinona, homeostase do

calcio, inducao de apoptose, determinantes genéticos e hipovitaminose D.

1.4.1 Excitabilidade da membrana

Estatinas sao inibidores seletivos da 3-hidroxi 3-metilglutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA) e normalmente ndo possuem afinidade por
outras enzimas ou sistemas de receptores®. A sintese do colesterol é um

processo que envolve varios estagios®®. HMG-CoA redutase é a enzima
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principal neste processo e catalisa a conversdo da HMG-CoA em
mevalonato (Figura 1). O mevalonato ndo é apenas um precursor do
colesterol, mas um dos metabdlitos intermediarios isoprenoides. Os
isoprenoides tém um importante papel na modificacdo lipidica das proteinas
pos-transcricionais. A deficiéncia de isoprenoide pode prejudicar a sintese
da transferéncia do RNA, glicoproteinas, o transporte elétrico de proteinas
de cadeia heme, ubiquinona (coenzima Q10) e pequenas proteinas G

envolvidas na sinalizacdo e na atenuacdo da apoptose?.

HMG-CoA
HMG-CoA redutase
Estatinas (-)
mevalonato
Ubiquinona farnesilpirofosfato geranilgeraniolpirofosfato

CoQ10

J

colesterol

Figura 1.Fluxograma da inibicdo da HMG-CoA redutase.

O colesterol modula o fluxo da membrana em varios tecidos,
incluindo o musculo esquelético. Esta alteracdo de fluxo pode afetar os

canais de sédio, potassio e cloro, modificando a excitabilidade da membrana
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muscular. Os canais de cloro, no musculo esquelético, controlam o potencial
de repouso da membrana e sua repolarizagédo®®. Estudo em animais
recebendo sinvastatina evidenciou uma reducdo, dose dependente, na
conducédo do cloro pela membrana, sendo que o potencial de repouso ndo
foi afetado®’. O uso cronico da sinvastatina em coelhos esté relacionado a
uma piora na conducdo do cloro pela membrana e esta alteracdo foi
semelhante & observada na miotonia®®.

Desta forma, as estatinas seriam responsaveis por uma modificacédo
na excitabilidade e permeabilidade da membrana causando uma alteracdo

na conducao do cloro e, consequentemente, miotoxicidade.

1.4.2 Funcdo mitocondrial e deplecéo de ubiquinona

A teoria mitocondrial € baseada no fato das estatinas inibirem a
sintese do mevalonato, um precursor do colesterol e da coenzima Q10
(CoQ10), e essa acado induzir a deficiéncia da CoQ1l0 levando a
miopatia'®®®3°. A CoQ10 é um importante cofator para o transporte de
elétrons e antioxidante da mitocondria e membrana lipidica®. A deplecéo da
CoQ10 na mitocondria do midcito pode levar a uma alteracdo na cadeia
respiratoria celular e consequentemente a toxicidade muscular, incluindo

rabdomidlise*®**

, € estes efeitos podem ser potencializados com o exercicio
fisico®>*2 O efeito da terapia com estatina, nos niveis intramusculares da

CoQ10, ainda nado esta bem estabelecido e estudos que avaliem esta



Introducéo 10

enzima, em pacientes sintomaticos, ainda sdo escassos. Estudo com 18
pacientes, submetidos a bidpsia muscular, em uso de estatina e
apresentando miopatia, descreve que apenas dois casos apresentaram

discreto sinal de disfuncdo mitocondrial*®

. Outro estudo com 16 pacientes,
recebendo sinvastatina 80mg/dia, também sugere que ocorra reducdo na
concentracéo dos niveis musculares de CoQ10%.

A suplementacédo de CoQ10 pode aumentar seus niveis circulantes,
mas o0s resultados em relacdo aos sintomas musculares ainda sao

controversog?*25:39.44-46

1.4.3 Deficiéncia da homeostase do calcio

Os modelos animais tém sido usados para demonstrar que as
estatinas podem alterar o calcio citosolico das seguintes maneiras:
aumentando a permeabilidade do céalcio mitocondrial e sua liberacdo pelo

2540 o reduzindo a atividade do célcio ATPase

reticulo sarcoplasmatico
(SERCA) no reticulo sarcoplasmatico.

Lorkowska e colaboradores descreveram que alguns isoprenoides
inibem os canais de calcio tipo L nas células musculares lisas vasculares, e
isso pode explicar porque as estatinas induzem a um aumento de calcio no
endotélio’’. Em estudos in vitro, a sinvastatina, em concentracio

terapéutica, permite uma grande transferéncia do calcio intracelular para o

citoplasma das fibras musculares, e este fluxo de célcio ocorre devido a
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1*827  Estudos

alteracdo da permeabilidade na membrana mitocondria
sugerem que pacientes em uso cronico de estatina apresentam uma grande
transferéncia de calcio intracelular e, consequentemente, sintomas de

mialgia ou caimbras®.

1.4.4 Inducédo da apoptose

Apoptose € a morte celular programada que € regulada e executada

. ~ . .er 49 . . . .
pela ativacdo de uma via especifica™. Estudos in vitro e in vivo sugerem que
as estatinas podem levar a apoptose do muasculo esquelético e miopatia
através de propriedades pleiotropicas'®3*°. Este processo, dose
dependente, tem sido observado nas células musculares lisas dos vasos***°,
células endoteliais*?, células sinoviais reumatoides, mi6citos cardiacos e
muitas células cancerigenas®. As estatinas diminuem a sintese de
proteinas, crescimento, fusdo e diferenciacdo dos mioblastos, podendo

. . . ~ - . . 18

prejudicar a capacidade de regeneracdo do musculo in vitro™. A apoptose,
induzida pela estatina nos mioblastos do musculo esquelético e miotubos,
esta associada & elevacdo do célcio citosolico**°. O processo resulta na
deplecdo dos isoprenoides com diminuicdo da geranilgeranilagdo e/ou
farsenilacdo, podendo aumentar os niveis de célcio citosdlico e ativar a
cascata mitocondrial apoptética®®>*. Tem sido sugerido que o dano causado

pela estatina esteja associado ao aumento nos niveis da caspase-3, como

marcador precoce de apoptose. Entretanto, ainda ndo esta bem estabelecido
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se as estatinas induzem a atividade da caspase-3 in vivo 24 horas apos a

administracdo desta medicacao®.

1.45 Determinantes Genéticos

O risco de miotoxicidade induzida pela estatina aumenta quando
associada a medicacdes metabolizadas pelo citocromo P450%>*°. Tem sido
descrito que a patogenia da miopatia causada pela estatina, quando
associada a outras drogas, esteja relacionada com a inibicdo da via de
glucoronidacdo, uma via metabdlica comum para biotransformacédo da
estatina. As enzimas do citocromo P450 oxidam muitas estatinas na fase |
do metabolismo. Polimorfismos no difosfato de uridina (UDP) -
glucoroniltransferasel (UGT1) levam a modificacdo da estatina na fase Il do
metabolismo. Polimorfismos no &anion orgéanico transportador de soluto
(SLCO), da familia dos transportadores de membrana, sédo variacdes
genéticas associadas a miotoxicidade induzida pela estatina e alterando a
absorcdo das mesmas>2.

Vladiutiu e colaboradores?’ sugerem que 10% dos pacientes com
miotoxicidade sao heterozigotos ou homozigotos para doengas que causam
mutacao como, por exemplo, deficiéncia de mioadenilato deaminase, doenca
de Mc Ardle e deficiéncia de carnitina palmitoyltransferasell®>?’,

O estudo SEARCH?> evidenciou uma forte associacdo da miopatia

induzida pela estatina com variagdes no gene SLCO1B1 que codifica o
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polipeptideo OATP1B, responsavel por regular a absor¢cdo hepatica das
estatinas®’°3. Uma variedade de simples polimorfismos de nucleotideos e
doencas que causem mutacdo podem contribuir para a predisposicéo
genética da miopatia ocasionada pela estatina®’*3. Variagbes genéticas e
mutacOes dos genes CYP e COQ2 podem determinar uma susceptibilidade
individual para o desenvolvimento de miopatia causada pelo uso de estatina
e consequentemente iniciar uma forma imunomediada de miopatia
necrotizante e inflamatoria, além de agravar indmeras miopatias metabdlicas

e outras desordens neuromusculares®®.

1.4.6 Hipovitaminose D

A vitamina D é uma substancia importante para que ocorra a
contracdo muscular adequada. A forma ativa da vitamina D, 1,25-dihidroxi
vitamina D [1,25(0OH)2D], liga-se a dois diferentes receptores de vitamina D
no miécito auxiliando na contratilidade muscular®.

Estudos recentes sugerem que a deficiéncia de vitamina D, ou seja,
25-hidroxi vitamina D abaixo de 30ng/ml, estd associada com mialgia em
pacientes em uso de estatinas®®>’.

Gupta e colaboradores sugerem que pacientes apresentando mialgia
em uso de estatinas e com niveis baixos de vitamina D podem apresentar

reversdo deste sintoma com a suplementacdo oral diaria de colecalciferol.

Entretanto, a suplementagédo da vitamina D em pacientes com sintomas



Introducéo 14

musculares em uso de estatinas, que ndo apresentem hipovitaminose D,

ainda ndo é recomendada®®.

15 Fatores de risco para o desenvolvimento de miopatia induzida
pela estatina

Os fatores de risco para o desenvolvimento de miopatia podem ser
enddgenos ou exdgenos. A prevencdo da miopatia envolve o uso de baixa
dose de estatina, mas que, ainda assim, atinja o objetivo terapéutico. Além
disso, deve-se evitar a utilizacdo da politerapia com drogas que aumentem a
exposicdo sistémica e, consequentemente, ao risco de miopatia™®.

A identificacdo de pacientes com risco elevado para desenvolver
miopatia é de extrema importancia. De acordo com o estudo PRIMO, os
fatores de risco maiores para o desenvolvimento de miopatia durante o uso
de elevada dose de estatina sdo: histdria pessoal ou familiar de sintomas
musculares, caimbras, hipotireoidismo e niveis elevados de CPK?. O estudo
QResearch sugere que as mulheres sdo mais afetadas pela miopatia em
relacdo aos homens se apresentarem, como fatores de risco,
hipotireoidismo, diabetes tipo 1, doenca hepatica crbnica e estiverem em
tratamento de hipertensdo**. O uso de corticoides, em homens, aumenta em
duas vezes o risco de miopatia e, em mulheres, trés vezes®*. Mulheres com
diabetes tipo 1 apresentam um risco cinco vezes maior de desenvolvimento
de miopatias*. Os fatores de risco para o desenvolvimento de miotoxicidade

estdo descritos nas tabelas 1 e 213285960,
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Tabela 1. Fatores de risco enddgenos para toxicidade muscular a estatina

Fatores Enddgenos

Idade Avancada (>65 anos)
Baixo Indice de Massa Muscular
Doenca Multissistémica
-Insuficiéncia renal
-Insuficiéncia hepatica
Disfuncéo tireoideana (hipotireoidismo)
Hipertrigliceridemia
Doengas musculares metabdlicas
-Deficiéncia de carnitina palmitoyltransferase Il
-Doenca de McArdle (deficiéncia de miofosforilase)
-Deficiéncia de mioadenilato deaminase
Histdria familiar de sintomas musculares
Histdria pessoal de elevacdo da CPK ou sintomas musculares

Tabela 2. Fatores de risco exégenos para toxicidade muscular a estatina

Fatores Exdgenos

Consumo de alcool
Atividade fisica intensa
Cirurgias com elevada demanda metabdlica
Drogas que afetam o citocromo P450
-Ciclosporina
-Fibratos
-Acido Nicotinico
-Bloqueadores de canal de calcio (verapamil, diltiazem)
-Amiodarona
-Antifingicos
-Colchicina
-Digoxina
-Inibidores da protease do virus da imunodeficiéncia humana
-Warfarin (coumadin)
Consumo de >1L de suco de “grapefruit” por dia
Consumo de arroz vermelho
Consumo de alguns tipos de cogumelos

A miopatia causada pela estatina nem sempre € dose dependente e
a mialgia podera ocorrer mesmo com dose baixa da medicacdo, enquanto
que a rabdomidlise é extremamente rara®’. Tem sido descrito que o risco de
miopatia é mais elevado no caso das estatinas lipofilicas que sao
transportadas por difusdo passiva e tém a capacidade de entrar nas células

musculares e alterar a estrutura da membrana*’. Ja as estatinas hidrofilicas,
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como a pravastatina e rosuvastatina, necessitam de uma proteina 2
resistente a multidroga®®. A capacidade de induzir miopatia também esta
relacionada com a meia-vida de eliminacdo, ou seja, quanto mais
prolongada, maiores os efeitos colaterais. A meia-vida da atorvastatina é de

15-30h, enquanto que a fluvastatina possui uma meia-vida de 0,5-2,3h?>3°

1.6 Relacédo da CPK e a lesdo muscular

CPK €& um biomarcador de gravidade de danos musculares.
Entretanto, os niveis de CPK em pacientes com toxicidade muscular em uso
de estatinas podem ser normais ou elevados. Ha relatos sugerindo que
pacientes que recebem estatinas e desenvolvem dores musculares podem
apresentar, pela biopsia, sinais histopatolégicos de miopatia, apesar dos
niveis séricos de CPK estarem normais®.

O dano muscular pode ser visto histologicamente mesmo quando 0s
pacientes sdo assintomaticos ou apresentam niveis normais de CPK.
Draeger e colaboradores descreveram que pacientes assintomaticos em uso
de estatina podem apresentar dano ultraestrutural, ou seja, quebra do
sistema tubular T e ruptura do sarcolema no musculo esquelético®. A
analise histolégica de pacientes em uso de estatinas com sintomas
musculares, sem elevagdo nos niveis de CPK, sugeriu mudangas como
alteracdo da arquitetura da miofibra, necrose e sinais de disfungéo

mitocondrial, que séo reversiveis com a interrupcdo da droga®.
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Portanto, a biopsia muscular com analise morfologica e bioquimica é
considerada padrédo-ouro, porém é uma forma invasiva e dolorosa para
avaliar a miotoxicidade causada pelas estatinas.

Sendo assim, a espectroscopia por ressonancia magnética (ERM)
pode ser uma alternativa que auxiliaria no diagnéstico da toxicidade
muscular causada pelas estatinas, através de um estudo metabdlico de
alteracdes decorrentes de varios mecanismos envolvidos isolados ou

associados.

1.7 Espectroscopia do hidrogénio por ressonancia magnética

A espectroscopia do hidrogénio por ressonancia magnética (EHRM)
€ um método utilizado para mensurar, de forma nao invasiva, o metabolismo
em alguns 6rgéos®. O mais abundante dos nicleos é o hidrogénio, sendo o
mais estudado, melhor entendido e com aplicagdes clinicas comprovadas,
entre elas no cérebro, medula éssea, pristata, mama, figado e musculo
esquelético. O hidrogénio possui alta concentracdo na agua e no tecido
adiposo em relacdo a qualquer outro metabdlito do tecido humano. Desta
forma, o sinal da agua é suprimido por técnicas especificas enquanto o
espectro de hidrogénio € adquirido. Este método permite avaliar e quantificar
as gorduras intramiocelulares (IMCL), ou seja, dentro das fibras musculares,
extramiocelulares (EMCL), dentro dos adipdécitos, e os metabolitos creatina

total (Cr total) e trimetilamina (TMA)®®. Os metabélitos Cr total e TMA
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correspondem a associacdo de creatina livre + fosfocreatina e carnitina +
colina, respectivamente®.

Os resultados de estudos prévios in vivo utilizando este método para
quantificar a gordura IMCL tém mostrado significante correlagdo com os
achados bioquimicos e da microscopia eletronica apés a biépsia®*.

A EHRM utiliza como principio basico um campo magnético alto para
alinhar os prétons, e os pulsos de radiofrequéncia séo utilizados para excitar
todos os tecidos dentro deste volume, sendo, posteriormente, 0 movimento
dos prétons medido e transformado em espectro®. O sinal é captado por
bobinas receptoras posicionadas no tecido a ser estudado. A espectroscopia
€ utilizada para investigar a estrutura das moléculas através das medidas
precisas da posicdo do pico de determinado metabdlito. In vivo, a
espectroscopia € uma combinacdo de imagem e espectro utilizando
gradientes em um pequeno volume de um determinado tecido®.

Os dados sdo demonstrados como uma linha de espectro com a
area abaixo do pico dos metabdlitos representando o numero relativo do
ntcleo detectado em partes por milhdo (ppm)®°. O pico da gordura IMCL é
1,3-1,4ppm; EMCL 1,5-1,6ppm; Cr total (creatina livre + fosfocreatina)
3,0ppm; TMA (carnitina +colina) 3,2ppm; agua 4,7ppm®. As gorduras séo
metabolicamente diferentes, sendo que a IMCL serve como substrato
energético para o metabolismo oxidativo e pode ser mobilizada e usada
durante muitas horas®’, é mais dinamica e atinge um equilibrio mais répido
com a utilizacdo de substrato e suprimento®®. A gordura EMCL, localizada

entre as fibras musculares, ou seja, nos adipdcitos, € metabolicamente
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inerte, possui um metabolismo lento e serve como depdsito de gordura a
longo prazo®’. Para avaliacdo dos metabdlitos, os muisculos mais
comumente estudados séo o tibial anterior e soleo (Figura 2), devido ao fato
do sinal da gordura IMCL, pela espectroscopia, ser dependente da
orientacdo das fibras musculares e, especificamente, estes dois grupos
musculares permitirem esta distincdo®®. O musculo tibial anterior é o
musculo ideal para investigar os niveis de gordura IMCL®®. Por ser fixado na
tibia adjacente, permite uma melhor imobilizacdo durante a aquisicdo das
imagens e consequentemente uma avaliagdo mais precisa dos metabdlitos a

ser analisados®®.

Tibial
Anterior

Figura2. Imagem por ressonancia magnética da perna direita. Corte transversal
demonstrando a localiza¢éo dos musculos tibial anterior e séleo.

O sinal atribuido da gordura IMCL origina-se do ndcleo que é
distribuido homogeneamente, ndo em escala microscépica, mas em escala

milimétrica comparavel com as dimensdes do voxel®®. O voxel corresponde
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ao volume de tecido, em cm?, escolhido para adquirir a espectroscopia®.

Como resultado desta distribuicdo espacial homogénea do
metabdlito, a intensidade do sinal da gordura IMCL e da Cr total ndo se
modifica com pequenas alteracdes do voxel®. Entretanto, a gordura EMCL
esta concentrada em estruturas, como as fascias, e a intensidade do sinal da
espectroscopia é extremamente dependente da exata localizacéo do voxel .
Qualguer mudanca no tamanho do voxel pode modificar a amplitude do sinal
da gordura EMCL®. A amplitude de sinal do EMCL n&o é um indicador
representativo do contetido de gordura EMCL no musculo®. Desta forma,
umvoxel posicionado em uma pessoa obesa pode ter um sinal menor de
EMCL em relacdo a um voxel colocado na gordura subcutédnea de um atleta
magro®.

De acordo com a analise histologica, 0 musculo séleo possui fibras
tipo I, ou seja, fibras de contracdo lenta e com alto poder oxidativo, enquanto
qgque o musculo tibial anterior possui fibras tipo Il, que sdo consideradas
rapidas e com alto poder glicolitico®.

Estudos utilizando imuno-histoquimica mostraram um aumento nos
niveis de IMCL trés vezes maiores no musculo séleo, quando comparado ao
tibial anterior’®. Isso sugere que o IMCL esteja relacionado com a funcéo
oxidativa nos musculos. A razdo IMCL/agua no musculo séleo é maior do
que no tibial anterior’.

Muitos estudos tém sugerido que a quantificacdo da gordura IMCL

obtida com a espectroscopia do hidrogénio é um marcador confiavel de

resisténcia a insulina em individuos saudaveis, obesos e/ou diabéticos tipo
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22, A elevada concentracdo de IMCL em musculo com fibras lentas e
oxidativas esta relacionada com resisténcia a insulina”. Além de pacientes
com diabetes tipo 2, o acumulo de IMCL também pode ser observado em
pacientes idosos, e isso ocorre devido a diminuicdo da capacidade oxidativa
mitocondrial’®. A via apoptética e o metabolismo energético celular sédo os
maiores determinantes da sobrevivéncia celular, sugerindo uma importante
inter-relacdo existente entre apoptose e funcdo mitocondrial”>.

Resultados de estudos prévios sugerem mudancas nas
concentracfes de IMCL, ap6s o exercicio, e acumulo de IMCL no musculo
de individuos que nao praticam atividade fisica durante estados fisiol6gicos
de aumento de &cidos graxos no plasma’®. A atividade fisica aumenta a
quantidade de gordura IMCL, o estoque de glicogénio, a capacidade

778 Durante o

oxidativa, densidade capilar e a sensibilidade a insulina
exercicio fisico prolongado, o muasculo esquelético utiliza o IMCL como
substrato suplementar ao glicogénio’®. Estudo descrito por Goodpaster e
colaboradores sugere que pacientes obesos e sedentarios, com ou sem
diabetes tipo 2, possuem significativamente um maior conteudo de IMCL em
relacdo a pacientes com peso normal’®.

A gordura IMCL esta presente em mais de um compartimento,
porém nao € possivel avaliar a distribuicdo espacial e concentra¢do absoluta
da gordura pela técnica da espectroscopia’®. A gordura IMCL, em atletas,
pode estar localizada em compartimentos diferentes em relacdo a pacientes

obesos e com resisténcia a insulina’®.

Desta forma, séo inUmeras as aplicac6es do método de EHRM para
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avaliacdo do comportamento metabdlico no musculo esquelético de
pacientes em diferentes condicdes clinicas.

O interesse em se estudar, metabolicamente e de forma néo
invasiva, a toxicidade muscular causada pelas estatinas € muito grande.
Estudo recente descrito por Wu e colaboradores, utilizando espectroscopia
do fésforo (P-31) por ressonancia magnética em pacientes em uso de
estatina apresentando ou ndo mialgia, sugere que ocorra uma alteracdo na
fosforilacdo oxidativa e diminuicdo da sintese de ATP na mitocéndria com
consequente prolongamento do tempo de recuperacdo metabdlica da
fosfocreatina (PCr) no musculo esquelético®.

Assim, de acordo com modelos prévios de utilizacdo da EHRM,
desenvolvemos um protocolo de facil manuseio e andlise para avaliar

metabolicamente a toxicidade muscular desencadeada pelas estatinas.



2. Objetivos
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Os obijetivos do estudo foram:

1- Objetivo Primério:

Avaliar as concentra¢gdes das gorduras IMCL e EMCL, Cr total e TMA, nos
musculos tibial anterior e séleo, nos pacientes em uso de estatina e com toxicidade
muscular e comparar com individuos hipercolesterolémicos (LDL=160mg/dL) e
normocolesterolémicos (LDL<160mg/dL), ambos sem tratamento. Além disso, fazer
uma correlagdo entre os niveis de CPK destes pacientes com os parametros da

espectroscopia.

2- Objetivos Secundérios:

2.1- Avaliar quantitativamente a presenca de gordura IMCL em pacientes
com hipercolesterolemia, sem medicacdo hipolipemiante e comparar com
individuos normocolesterolémicos (grupo controle).

2.2- Avaliar o efeito do tratamento com estatinas sobre o colesterol
plasmatico (apds trés meses) e nas concentragdes das gorduras IMCL e EMCL.

2.3- Avaliar sintomas, alteragcdo de CPK e parametros da espectroscopia
no grupo de pacientes hipercolesterolémicos, apés tratamento com estatinas, e

comparar com grupo apresentando sintomas musculares em uso de estatinas.



3. Métodos




Métodos 26

3.1 Casuistica

Foram incluidos 91 pacientes de fevereiro de 2007 a outubro de
2010, sendo 54 mulheres e 37 homens, sem manifestacdo  prévia de
doencas cardiovasculares, com idade entre 18 e 65 anos e média de 44
anos, que aceitaram assinar o termo de consentimento pos-informado para
participar desta pesquisa. O estudo e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) foram aprovados pela Comisséo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesq), em sessdao de 13 de setembro de
2006, sob o namero 879/06.

Os pacientes foram divididos em trés grupos (Tabela 3):

1. Controle (LDL colesterol < 160mg/dL) sem estatina (n=49);

2. Em uso de estatinas com sintomas musculares, independente

dos niveis de CPK (n=18);

3. LDL colesterol 2160mg/dL, sem estatina (n= 24).

Tabela 3. Grupos de pacientes

Grupos Numero de Pacientes
1 —Controle(LDL colesterol<160mg/dL) sem 49
estatina
2 —Em uso de estatina com sintomas 18

musculares

3 - (LDL colesterol2160mg/dL) sem 24
estatina
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Este é um estudo realizado em duas etapas:
1- Estudo transversal: onde foram comparados os parametros

bioguimicos e de espectroscopia nos trés grupos.

2- Estudo longitudinal: os pacientes hipercolesterolémicos foram
tratados e, ap0Os tratamento, reavaliados quanto aos parametros

bioquimicos e espectroscopicos.

Todos os pacientes foram selecionados e acompanhados nos
ambulatérios do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (InCor-FMUSP).

Os critéerios de exclusdo utiizados no estudo foram:
triglicérides>400mg/dL, prévia intolerdncia as estatinas, mulheres em
periodo reprodutivo sem uso de métodos anticoncepcionais, doenca
hepéatica em atividade, hipo ou hipertireoidismo ndo controlados, doenca
neuromuscular primaria ou secundaria, diabetes mellitus tipo 1 e 2, uso de
esteroides anabolizantes, pacientes praticantes de atividade fisica regular,
pacientes infectados, doenca vascular periférica, pacientes que
apresentaram traumas fisicos ou imobiliza¢do nos ultimos 6 meses, uso de
drogas que afetam o citocromo P450 e pacientes com creatinina sérica
acima de 1,5mg/dL.

Todos os pacientes foram submetidos a coleta de sangue, ap6s 10h
de jejum, para avaliagdo do colesterol total e fracdes, triglicérides, TGO
(transaminase glutamica oxalacética), TGP (transaminase glutamica
piravica), CPK, glicose, TSH (horménio tireoestimulante) e creatinina. No

grupo 3, os lipides plasméticos, CPK, TGO e TGP foram reavaliados trés
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meses apos o inicio do tratamento com sinvastatina para que se pudesse ter
um controle da reducéo do colesterol sérico e de possiveis alteracfes das
enzimas muscular e hepatica causadas pela medicacéao.

Apés serem esclarecidas todas as duvidas em relacdo ao
procedimento e assinado o consentimento informado, foi realizado o exame
EHRM para avaliacdo dos picos de gorduras IMCL e EMCL, Cr total e TMA
nos musculos tibial anterior e s6leo e suas razdes.

Os pacientes do grupo 2 estavam em uso de estatina ha pelo menos
30 dias do inicio dos sintomas e a queixa era dor muscular com sensacéo de
peso, caimbras ou fraqueza muscular localizada, principalmente, em
membros inferiores. Oito pacientes apresentavam mialgia (dor muscular sem
elevacdo da CPK) e 10 apresentavam miosite (dor muscular + CPK entre 3 e
10 vezes o LSN). Os pacientes foram assim agrupados seguindo a defini¢ao

estabelecida pela American Heart Association (AHA)?

e American College
of Cardiology (ACC)?*. Nenhum paciente apresentou rabdomidlise. Quanto a
intensidade dos sintomas, dois pacientes relatavam sintomas leves e 16
apresentavam sintomas de moderada intensidade. Em relacdo ao tipo de
estatina utilizada, quinze faziam uso de sinvastatina 20mg, dois
rosuvastatina 10mg e um atorvastatina 10mg.

O grupo controle (grupo 1), ou  seja, pacientes
normocolesterolémicos, foi utilizado como referéncia para comparar 0s
achados laboratoriais e paradmetros da espectroscopia em relagdo aos

grupos 2 e 3 (pré e pos-tratamento). A figura 3 demonstra o desenho do

estudo para os grupos 1 e 2.
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Grupo 1 (Controle)
49 pacientes

Grupo 2 (em uso de estatina
+ sintoma muscular)
18 pacientes

Sangue

EHRM

Figura 3. Desenho do estudo para os grupos 1 e 2.

Para poder avaliar os efeitos do tratamento com estatinas nos

parametros laboratoriais e da espectroscopia, o grupo 3 foi estudado em

dois momentos: antes do tratamento com sinvastatina 20mg e trés meses

apos. A sinvastatina 20mg foi escolhida por se tratar de uma medicacao de

facil acesso na rede publica e a mais comumente utilizada na prética clinica

na ocasido®. A figura 4 demonstra o desenho do estudo para o grupo 3

(Figura 4).
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Grupo 3
(LDL2160mg/dL) Sangue —>| 1- EHRM
sem estatina
24 pacientes

Sinvastatina 20mg

3meses

Sangue

2- EHRM

Figura 4. Desenho do estudo para o grupo 3.

3.2 Métodos

3.2.1 Técnica da espectroscopia do hidrogénio

Os exames foram realizados utilizando o aparelho de ressonancia
magnética SIGNA 1,5 T (Tesla) (General Electric, Milwaukee, W1, USA).

Todos os pacientes foram colocados em decubito dorsal com uma
antena de superficie sobre a perna direita, sendo que o centro da bobina
localizava-se exatamente no centro dos musculos gastrocnémio e séleo.

Foram obtidas inicialmente imagens localizatérias dos musculos

tibial anterior e s6leo na sequéncia gradiente-eco com tempo de eco (TE) de
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1,5ms tempo de repeticdo (TR) de 49ms. Em seguida foram obtidos cortes
transversais utilizando imagens pesadas em T1 com 600/14ms(TR/TE),
espessura de 4mm, matriz de 128 x 128. Foi colocado um voxel de 4cm?®
primeiramente no musculo tibial anterior e posteriormente no musculo séleo
para adquirir os espectros de hidrogénio. A técnica utilizada para localizacéo
da imagem da espectroscopia foi “single-voxel”’, ou seja, o espectro é
adquirido a partir de um pequeno volume de tecido definido a partir da
interseccédo de trés planos ortogonais, e o modo de aquisicéo escolhido foi o
“STEAM”®? (stimulated echo acquisition mode). Este modo de aquisicéo foi
escolhido com o objetivo de obter a melhor relacdo sinal/ruido da
espectroscopia®®. A calibracdo automatica foi feita para que se pudesse
obter a supressao de agua e otimizar a analise dos demais metabdlitos. Os
parametros utilizados para a realizacdo da espectroscopia foram: TR/TE
3000/25ms, 32 aquisicdes. A espectroscopia dos musculos tibial anterior e
sé6leo foi obtida em um tempo total de oito minutos.

No grupo de pacientes com LDL-C acima de 160mg/dL (grupo 3),
uma vez tendo realizado o exame de espectroscopia antes e apos o0
tratamento com estatinas, houve o cuidado de medi-los em pontos de
referéncia anatbmicos, ou seja, do platé tibial ao centro dos musculos
gastrocnémio e séleo para posicionamento preciso da bobina nas duas
etapas do protocolo. Foi utilizada também a mesma imagem transversal
escolhida no primeiro exame e 0 mesmo tamanho do voxel, para nao afetar
a analise das medidas das espectroscopias e aumentar a confiabilidade do

método.
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3.2.2 Processamento das imagens e analise de dados

Apés a realizagdo do exame, as imagens foram processadas
automaticamente utilizando o programa LCModel versdo 6.2 (http://s-

provencher.com/)®3. Este programa analisa o espectro in vivo utilizando um

modelo de combinacéo linear do espectro in vitro de metabdlitos individuais.
O software permite uma identificacdo precisa dos metabdlitos, sendo que
estes apresentam frequéncias de ressonancia que séao 1,3-1,4 ppm para o
IMCL, 1,5-1,6 ppm para o EMCL, 3,0 ppm para Cr total e 3,2ppm para
TMA®®8 (Tabela 4). Para cada frequéncia de ressonancia dos metabélitos
identificada, é feita a quantificacdo das areas, automaticamente, em relacao

a agua®(Figura 5).


http://s-provencher.com/
http://s-provencher.com/

Métodos 33

PLOT 8: Use SPTYPE="muscle-4" for muscle spectra.
Data of: Sahlgrenska University Hospital

0.0062

LCModel (Version 6.2-4) Copyright: S.W. Pravencher. Ref.: Magn. Reson. Med. 30:672-679 (1993). 17-duly-2011 20012

Conc. %8B/ Metabolite
“l4.51R-03 4% S5.6L_ MCLI3
2.50E-02 1% 28.579 EMCL1S
8.74E-04 7% 1.000 Or

8,858 1,013 108
3.232-03
4.778-02
£.30E-04 1
1.878-03
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Th: -1 deg ©.5 deg/ppm
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Figura5. Exemplo de espectroscopia do hidrogénio do musculo tibial anterior utilizando o
programa LCModel. IMCL: gordura intramiocelular; EMCL: gordura
extramiocelular; Cr total: creatina total; TMA: trimetilamina.

Tabela 4. Frequéncias de ressonancia dos metabdlitos em partes por milhdo (ppm)

Metabdlito Frequéncia (ppm)
IMCL 1,3-14
EMCL 15-1,6
TMA 3,2

Creatina total 3,0
H20 4,7

A partir dos valores obtidos das areas referentes a determinada
frequéncia do metabdlito, foram feitas as razBes entre o0s picos de
IMCL/Creatina total, EMCL/Creatina total, IMCL/TMA, EMCL/TMA,
IMCL/EMCL, dos mdusculos tibial anterior e soOleo, para avaliacdo da

atividade dos metabolitos em conjunto.
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3.3 Analise estatistica

3.3.1 Calculo do tamanho amostral:

As variaveis da espectroscopia possuem distribuicdo néo
paramétrica, portanto, utilizamos a diferenca do LDL colesterol como variavel
de referéncia para o calculo do tamanho amostral. Desta forma,
considerando-se uma reducdo média de 30% do LDL colesterol entre os
grupos avaliados com um poder de teste de 80%, nivel de significancia alfa
de 5%, foi feito um célculo amostral de 60 pacientes, sendo 20 pacientes em
cada um dos trés grupos.

As variaveis espectroscopicas possuem  distribuicdo nao

paramétrica, impossibilitando calcular o tamanho amostral.

3.3.2 Andlise estatistica

As variaveis com distribuicdo normal foram apresentadas como
meédia e desvio padrdo, e as variaveis ndo paramétricas como mediana e
percentis 25 e 75. A avaliagcédo da distribuicdo dos dados foi feita usando o
teste Kolmogorov- Smirnov. A comparacdo das variaveis com distribuicdo
normal entre os trés grupos foi feita pelo teste de ANOVA®® e as

comparacdes multiplas pelo teste de Bonferroni®*#°.
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A comparacédo das variaveis com distribuicdo ndo paramétrica entre

85,86

os trés grupos foi feita pelo teste de Kruskal-Wallis e as comparacoes

multiplas pelo teste de Dunn®*#°.

A comparacdo de variaveis ndo paramétricas entre dois grupos
independentes foi feita pelo teste de Mann-Whitney®**®®. A comparacédo de
variaveis nao paramétricas no grupo em diferentes estagios foi feita pelo
teste de Wilcoxon®*®. A correlacdo das variaveis foi feita utilizando o
coeficiente de Spearman®. A andlise estatistica foi realizada usando os
softwares Excel 2003, SAS 8.0 e SPSS 18.0.

Foram considerados como estatisticamente significativos valores de

P <0,05.



4. Resultados
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4.1 Caracteristicas clinicas da amostra

Foram estudados 91 pacientes e obtidos 115 exames de
espectroscopia. Os pacientes do grupo 2 (mialgia + estatina) (559 anos)
eram mais velhos do que os dos grupos 1 (LDL<160mg/dl) (38+11 anos) e 3
(LDL=160mg/dl) (48+9 anos) respectivamente, p<0,001 (Tabela 5).

Nao foi encontrada diferenca no indice de massa corporal (IMC
kg/m2) entre os grupos 1 (25.7 £4.8),2 (25.9 £ 2.9) e 3 (28.4 £ 5.4), p=0,110

(Tabela 5).

Tabela 5. Caracterizagdo da amostra, segundo 0s grupos de estudo

Grupos
Variavel 1 2 3 P(*)
Idade (anos) 38+11,0 55+9,0 48 +9,0 < 0,001
Peso (Kg) 71+15,5 70+11,8 78 £17,6 0,195
Altura (m) 1,67 £0,09 1,64 £ 0,08 1,66 +0,11 0,739
IMC (Kg/m2) 25,7+4,8 259+29 28,4+5,4 0,110

(*) nivel descritivo de probabilidade da ANOVA. Teste de Bonferroni: O Grupo 1 difere dos Grupos 2 e
3 em relacdo a idade (p<0,001); os Grupo 2 e 3 nao diferem em relacdo a idade (p=0,185).
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4.2 Parametros laboratoriais

As Tabelas 6 e 7 demonstram todas as variaveis laboratoriais do
estudo pré e apos o tratamento com estatinas.

Houve diferenca significante entre os grupos, pré-tratamento, em
relacéo ao colesterol total, LDL-colesterol, triglicérides e TGO (Tabela 6).

Apébs o tratamento, houve diferenca entre os grupos em relacdo ao
colesterol total, triglicérides, TGO e glicemia (Tabela 7). Nao houve diferenca
no LDL colesterol entre os grupos 1, 2 e 3 ap0s o tratamento (Tabela 7).

Nao foi observada diferenca significante nos niveis de CPK entre os

grupos 1, 2 e 3 (antes e apos o tratamento com estatinas).
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Tabela 6. Descricdo dos parametros laboratoriais pré-tratamento com estatina.

Grupos
Variavel 1 2 3(pré) P
Colesterol(mg/dL) 170+ 28 215+ 64 267 + 32 < 0,001
LDL- C(mg/dL) 104 £ 23 128 + 60 182 £ 22 <0,001
HDL-C(mg/dL) 47 £ 10 58 + 28 49 +13 0,183
TG(mg/dL) 80(53:104) 125(98;149) 134(97;237) < 0,001
TGO(UIL) 22+5 25+5 27+7 0,014
TGP(U/L) 23+9 30+16 29+13 0,094
CPK(U/L) 132 + 96 167 £ 112 132 £ 56 0,448
TSH(mUI/L) 201+1 1,7+0,88 23+0,9 0,085
T4L(ng/dL) 1,1+0,16 1,0+0,14 1,1+0,18 0,532
Creatinina(mg/dL) 0,9+0,16 0,8+0,18 0,9+0,20 0,147
Glicose(mg/dL) 89+8 92+8 94+ 10 0,052

|

(*) Nivel descritvo de probabilidade do teste n&o paramétrico de Kruskal-Wallis; Grupo 1: Controle
(Colesterol<160mg/dL); Grupo 2: Mialgia em uso de estatina; Grupo 3 pré: (Colesterol=160mg/dL) pré-tratamento com
estatina. Teste de Dunn: Os grupos 1, 2 e 3 diferem entre si em relagdo ao colesterol total (p<0,05); o Grupo 3 difere dos
Grupos 1 e 2 em relacé@o ao LDL colesterol (p<0,05); os Grupos 1 e 2 nao diferem entre si em relagdo ao LDL colesterol
(p>0,05); os Grupos 1, 2 e 3 diferem entre si em relacéo ao triglicérides (p<0,05); os Grupos 2 e 3 nado diferem entre si
em relacao ao triglicérides (p>0,05); os Grupos 1, 2 e 3 diferem entre si em relagdo a TGO (p<0,05); os grupos 2 e 3 ndo
diferem entre si em relagéo a TGO(p>0,05).

As variaveis estdo apresentadas como média + desvio padrdo, exceto o TG (triglicérides) que esta apresentado como
mediana (P25;P75).



Resultados40

Tabela 7. Descricdo dos parametros laboratoriais apés tratamento com estatina.

Grupos

Variavel 1 2 3(pos) P()
Colesterol(mg/dL) 170+ 28 215+ 64 198+ 60 0,003
LDL- C(mg/dL) 104 £ 23 128 + 60 120 + 56 0,272
HDL-C(mg/dL) 47 £10 58 + 28 49 +12 0,196
TG(mg/dL) 80(53:104) 125(98;149) 118(88;188) <0,010
TGO(UIL) 22+5 25+5 279 0,003
TGP(UIL) 23+9 30+ 16 26+ 14 0,102
CPK(UIL) 132 + 96 167 £ 112 144 £ 52 0,129
TSH(mUI/L) 201+1 1,7+0,88 22+1 0,310
T4L(ng/dL) 1,1+0,16 1,0+0,14 1,0+0,12 0,605
Creatinina(mg/dL) 0,9+0,16 0,8+0,18 0,99+0,2 0,499
Glicose(mg/dL) 89+8 92+8 94+9 0,035

|
(*)Nivel descritivo de probabilidade do teste n&o paramétrico de Kruskal-Wallis; Grupo 1: Controle
(Colesterol<160mg/dL); Grupo 2: Mialgia em uso de estatina; Grupo 3 apds: (Colesterol>160mg/dL) apds tratamento
com estatina. Teste de Dunn: O Grupo 1 difere do Grupo 2 em relagéo ao colesterol total (p<0,05); o Grupo 2 ndo
difere do grupo 3 em relacdo ao colesterol total (p>0,05); os Grupos 1, 2 e 3 diferem em relacdo ao triglicérides
(p<0,05); os grupos 2 e 3 ndo diferem entre si em relacéo ao triglicérides (p>0,05); o Grupo 1 nao difere do grupo 2
em relagdo a TGO (p>0,05); o Grupo 1 difere do Grupo 3 em relagdo a TGO (p>0,05); os Grupos 2 e 3 nao diferem
entre si em relacdo a TGO (p>0,05); o Grupo 1 nao difere do Grupo 2 em relagdo a glicemia (p>0,05); o Grupo 1
difere do grupo 3 em relagdo a glicemia (p<0,05); os Grupos 2 e 3 ndo diferem entre si em relagdo a glicemia
(p>0,05).

As variaveis estdo apresentadas como média + desvio padréo, exceto o TG (triglicérides) que esta apresentado como
mediana (P25;P75).

A Tabela 8 mostra a comparacdo dos parametros laboratoriais no
grupo 3 antes e apds o tratamento com sinvastatina 20mg. Houve reducao
significante nos niveis de colesterol total, LDL-C e triglicérides apds

tratamento com estatina.
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Tabela 8. Descricdo dos parametros laboratoriais no grupo 3 pré e pos-tratamento com

estatina.

Variavel Grupo 3 (pré) Grupo 3 (p6s) P(*)
Colesterol (mg/dL) 267422 198+60 0,002
LDL-C (mg/dL) 182+32 120456 0,001
HDL-C (mg/dL) 49+13 49+12 0,241
TG (mg/dL) 134(97;237) 118(88;188) 0,013
TGO (U/L) 2747 27+9 0,475
TGP (U/L) 29+13 26+14 0,314
CPK (UIL) 132456 144452 0,236
TSH (mUI/L) 2,3+0,9 2,2+1 0,57
TAL (ng/dL) 1,1+0,18 1,0+0,12 0,109
Creatinina (mg/dL) 0,9+0,20 0,99+0,2 0,938
Glicemia (mg/dL) 94+10 94+0,9 0,813

e )
(*)Nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Wilcoxon; Grupo 3 pré: (LDL=160mg/dL) pré-
tratamento com estatina; Grupo 3 pos: (LDL=160mg/dL) apos tratamento com estatina.

As variaveis estdo apresentadas como média + desvio padrédo, exceto o TG (triglicérides) que esta apresentado
como mediana (P25;P75).

4.3 Avaliacdo dos parametros da espectroscopia

4.3.1 Avaliacdo das variaveis e grupos de pacientes

As tabelas 9 e 10 demonstram as variaveis entre os grupos 1, 2 e 3
(pré-tratamento com estatinas) encontradas pela espectroscopia. Nao houve
diferenca significante entre as variaveis IMCL, EMCL, creatina total e TMA,

assim como suas razodes (p>0,05).
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Tabela 9. Descricdo dos parametros das espectroscopias.

Grupos
1 2 3(pré)

Variavel Mediana(P25;P75) Mediana(P25;P75) Mediana(P25;P75) P
IMCL(T)  4500(1590;64070) 1880(1232;48500) 2470(1250;64900) 0,596
EMCL(T) 267(130;6875) 195(118;4015) 144(105;4300) 0,155
Cr(T) 40600(35750;51350) 41550(34300;47700) 37700(13900;44000) 0,482

TMA(T) 12900(11450;736000) 13750(12250;671000) 12400(11000;14100) 0,226

IMCL(S)  4360(678;6765) 4600(147;9410) 3610(809;6890) 0,878
EMCL(S) 258(179;397) 344(275;430) 226(109;652) 0,414
cr(s) 53200(32900;60400)  44550(17851;50450)  44000(20700;54500) 0,061

TMA(S) 14600(11650;18100) 15150(11550;68800) 14300(10700;21700) 0,958
e
(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. IMCL(T): gordura
intramiocelular no masculo tibial anterior; EMCL(T): gordura extramiocelular no musculo tibial anterior; Cr
(T): creatina total no musculo tibial anterior; TMA(T): trimetilamina no musculo tibial anterior; IMCL(S):
gordura intramiocelular no muisculo séleo; EMCL(S): gordura extramiocelular no musculo séleo; Cr(S):
creatina total no musculo séleo; TMA(S): trimetilamina no musculo séleo.

4.3.2 Avaliacdo das razfes das variaveis e grupos de pacientes

Tabela 10. Descricdo das razdes das espectroscopias

Grupos
1 2 3 (pré)

Variavel Mediana(P25;P75) Mediana(P25;P75) Mediana(P25;P75) P™)
IMCL/Cr(T) 0,13(0,05;1,75) 0,08(0,03;1,52) 0,6(0,04;2,2) 0,611
EMCL/Cr(T) 0,01(0;0,18) 0,01(0;0,23) 0,01(0;0,19) 0,985
IMCL/TMA(T)  0,14(0,09;0,67) 0,12(0,04:4,45) 0,82(0,10;5,4) 0,341
EMCL/TMA(T) 0,02(0;0,61) 0,02(0;0,23) 0,04(0,01;0,56) 0,757
IMCL/EMCL(T) 9,22(0,37;72) 13(0,23;131) 12(1,08;102) 0,764
IMCL/Cr(S) 0,1(0,03;0,17) 0,18(0,09:1,9) 0,12(0,05;1,47) 0,095
EMCL/Cr(S) 0,01(0;0,01) 0,01(0,01;0,25) 0,01(0;0,34) 0,052
IMCL/TMA(S)  0,33(0,01;0,56) 0,3(0,02;1,04) 0,35(0,10:1,1) 0,515
EMCL/TMA(S)  0,02(0;0,03) 0,02(0,01;0,11) 0,02(0,01;0,33) 0,485
IMCL/EMCL(S) 11,9(0,75;26) 15,3(0,6;24) 14(1,2;33,7) 0,766

|
(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. IMCL/Cr(T): razdo da
gordura intramiocelular e creatina total no musculo tibial anterior; EMCL/Cr(T): razdo da gordura
extramiocelular e creatina total no musculo tibial anterior; IMCL/TMA(T): razdo da gordura intramiocelular
e trimetilamina no musculo tibial anterior; EMCL/TMA(T): razdo da gordura extramiocelular e trimetilamina
no musculo tibial anterior; IMCL/EMCL(T): razdo da gordura intramiocelular e extramiocelular no masculo
tibial anterior; IMCL/Cr(S): razdo da gordura intramiocelular e creatina total no musculo séleo;
EMCL/Cr(S): razdo da gordura extramiocelular e creatina total no musculo séleo; IMCL/TMA(S): razéo da
gordura intramiocelular e trimetilamina no mdsculo so6leo; EMCL/TMA(S): razdo da gordura
extramiocelular e trimetilamina no musculo séleo; IMCL/EMCL(S): razdo da gordura intramiocelular e
extramiocelular no musculo séleo.
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4.3.3 Comparacédo das variaveis da espectroscopia nos grupos 2 e 3

(ap0s tratamento com estatina)

A Tabela 11 mostra as comparagcdes dos parametros encontrados
na espectroscopia nos grupos 2 e 3 (apos tratamento com estatina). Nao foi
observada diferenca significante nos metabdlitos avaliados de forma isolada
e suas razdes, nos musculos tibial anterior e so6leo, entre os grupos 2 e 3

(apds tratamento com estatina).

Tabela11l. Resultados das variaveis pela espectroscopia nos grupos 2 e 3 (apés
tratamento com estatina).

Grupo?2 Grupo 3 (p6s)

Variavel Mediana (P25;P75) Mediana(P25;P75) P(*)
IMCL(T) 1880(1232;48500) 2980(1030;65000) 0,753
EMCL(T) 195(118;4015) 186(103;2860) 0,636
Cr(T) 41550(34300;47700) 38700(25400;49100) 0,478
TMA(T) 13750(12250;671000) 12400(10400;13900) 0,051
IMCL(S) 4600(147;9410) 3830(111;5120) 0,227
EMCL(S) 344(275:430) 217(148;503) 0,212
cr(s) 44550(17851;50450) 47800(595:56700) 0,599
TMA(S) 15150(11550;68800) 15900(11000;23600) 0,916
IMCL/Cr(T) 0,08(0,03;1,52) 0,14(0,04;1,46) 0,528
EMCL/Cr(T) 0,01(0;0,23) 0,01(0;0,27) 0,546
IMCL/TMA(T) 0,12(0,04;4,4) 0,50(0,09;5,8) 0,270
EMCL/TMA(T) 0,02(0;0,69) 0,06(0,01;0,77) 0,180
IMCL/EMCL(T) 13,5(0,23:131) 7,5(0,25;203) 0,937
IMCL/Cr(S) 0,18(0,09;1,9) 0,10(0,06;6,9) 0,318
EMCL/Cr(S) 0,01(0,01;0,25) 0,01(0;0,40) 0,733
IMCL/TMA(S) 0,30(0,02;1,04) 0,25(0,01;0,58) 0,431
EMCL/TMA(S) 0,02(0,01;0,11) 0,02(0,01;0,54) 0,713
IMCL/EMCL(S) 15,3(0,60:24) 7,4(0,62;21,8) 0,618

|
(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. IMCL(T): gordura intramiocelular no musculo tibial
anterior; EMCL(T): gordura extramiocelular no musculo tibial anterior; Cr (T): creatina total no musculo tibial anterior; TMA(T):
trimetilamina no masculo tibial anterior; IMCL(S): gordura intramiocelular no musculo séleo; EMCL(S): gordura extramiocelular no
musculo séleo; Cr(S): creatina total no muasculo séleo; TMA(S): trimetilamina no musculo séleo; IMCL/Cr(T): razo da gordura
intramiocelular e creatina total no masculo tibial anterior; EMCL/Cr(T): razéo da gordura extramiocelular e creatina total no musculo
tibial anterior; IMCL/TMA(T): raz&o da gordura intramiocelular e trimetilamina no musculo tibial anterior; EMCL/TMA(T): razéo da
gordura extramiocelular e trimetilamina no mdsculo tibial anterior; IMCL/EMCL(T): razdo da gordura intramiocelular e
extramiocelular no musculo tibial anterior; IMCL/Cr(S): razéo da gordura intramiocelular e creatina total no musculo séleo;
EMCL/Cr(S): razdo da gordura extramiocelular e creatina total no musculo séleo; IMCL/TMA(S): razéo da gordura intramiocelular e
trimetilamina no musculo séleo; EMCL/TMA(S): razao da gordura extramiocelular e trimetilamina no musculo séleo; IMCL/EMCL(S):
razao da gordura intramiocelular e extramiocelular no muisculoséleo.
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4.3.4. Avaliacdo das variaveis da espectroscopia antes e trés meses

apos o tratamento com estatina

A Tabela 12 mostra as comparagcbes dos parametros encontrados
na espectroscopia antes e trés meses apds o tratamento com 20mg de
sinvastatina nos pacientes do grupo 3. Apesar da reducdo dos niveis de
LDL-C, nenhuma reducado significante foi observada nos parametros da

espectroscopia e suas razées nos musculos tibial anterior e séleo.

Tabela 12. Resultados das variaveis pela espectroscopia no grupo 3 antes e apés
tratamento com estatina

Variavel Grupo 3(pré) Grupo 3(p6s) P
Mediana (P25;P75) Mediana (P25;P75)
IMCL(T) 2470(1250;64900) 2980(1030;65000) 0,563
EMCL(T) 144(105;4300) 186(103;2860) 0,523
cr(T) 37700(13900;44000) 38700(25400;49100) 0,927
TMA(T) 12400(11000;14100) 12400(10400;13900) 0,988
IMCL(S) 3610(809;6890) 226(109;652) 0,693
EMCL(S) 226(109;652) 217(148;503) 0,543
cr(s) 44000(20700;54500) 47800(595;56700) 0,808
TMA(S) 14300(10700;21700) 15900(11000;23600) 0,939
IMCL/Cr(T) 0,60(0,04;2,2) 0,14(0,04;1,4) 0,976
EMCL/Cr(T) 0,01(0;0,19) 0,01(0;0,27) 0,584
IMCL/TMA(T) 0,82(0,10;5,45) 0,50(0,09;5,8) 0,362
EMCL/TMA(T) 0,04(0,01;0,56) 0,06(0,01;0,77) 0,136
IMCL/EMCL(T) 12(1,0;102,3) 7,5(0,25;203) 0,858
IMCL/Cr(S) 0,12(0,05;1,4) 0,10(0,06;6,9) 0,903
EMCL/Cr(S) 0,01(0;0,34) 0,01(0;0,40) 1,000
IMCL/TMA(S) 0,35(0,10;1,1) 0,25(0,01;0,58) 0,648
EMCL/TMA(S) 0,02(0,01;0,33) 0,02(0,01;0,54) 0,855
IMCL/EMCL(S) 14(1,2;33) 7,4(0,62;21) 0,322

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Wilcoxon. IMCL(T): gordura intramiocelular no musculo tibial
anterior; EMCL(T): gordura extramiocelular no muasculo tibial anterior; Cr (T): creatina total no musculo tibial anterior; TMA(T):
trimetilamina no masculo tibial anterior; IMCL/Cr(T): razdo da gordura intramiocelular e creatina total no musculo tibial
anterior; EMCL/Cr(T): razdo da gordura extramiocelular e creatina total no masculo tibial anterior; IMCL/TMA(T): razéo da
gordura intramiocelular e trimetilamina no musculo tibial anterior; EMCL/TMA(T): razdo da gordura extramiocelular e
trimetilamina no masculo tibial anterior;IMCL/EMCL(T): razdo da gordura intramiocelular e extramiocelular no masculo tibial
anterior; IMCL(S): gordura intramiocelular no musculo séleo; EMCL(S): gordura extramiocelular no misculo s6leo; Cr(S):
creatina total no muasculo séleo; TMA(S): trimetilamina no musculo séleo; IMCL/Cr(S): razdo da gordura intramiocelular e
creatina total no musculo séleo; EMCL/Cr(S): razéo da gordura extramiocelular e creatina total no musculo séleo;
IMCL/TMA(S): razdo da gordura intramiocelular e trimetilamina no musculo séleo; EMCL/TMA(S): razdo da gordura
extramiocelular e trimetilamina no musculo séleo;IMCL/EMCL(S): razdo da gordura intramiocelular e extramiocelular no
musculo séleo.
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4.3.5 Correlacdo dos valores da CPK e as variaveis da

espectroscopia

Em relacdo aos valores de CPK e os resultados encontrados nas
espectroscopias dos pacientes do grupo 2, observamos uma correlacéo
positiva e significante entre a andlise sérica da CPK e a razdo da gordura

IMCL e creatina no musculo tibial anterior (Tabela 13).

Tabela 13. Correlacdo da CPK sérica e as razdes entre as gorduras IMCL e EMCL e
creatina total nos musculos tibial anterior e s6leo no grupo 2.

Cr(T) Cr(S)  IMCL/Cr(T) EMCL/Cr(T) IMCL/Cr(S) EMCL/Cr(S)
CPK r -0,194 0,068 0,253 -0,027 -0,017 -0,164
p 0,070 0,528 0,018 0,804 0,876 0,128

Valores dos coeficientes de correlagdo de Spearman; CPK: creatinofosfoquinase; Cr(T): creatina total no musculo
tibial anterior; Cr(S): creatina total no musculo séleo; IMCL/Cr(T): razdo da gordura intramiocelular e creatina total
no musculo tibial anterior; EMCL/Cr(T): razdo da gordura extramiocelular e creatina total no musculo tibial anterior;
IMCL/Cr(S): razdo da gordura intramiocelular e creatina total no musculo séleo; EMCL/Cr(S): razédo da gordura
extramiocelular e creatina total no musculo séleo.

4.3.6 Avaliacdo da gordura IMCL nos musculos tibial anterior e séleo

Ao se avaliar a quantidade de gordura IMCL, observou-se uma maior
guantidade no musculo séleo em relagéo ao tibial anterior (p<0,001) (Tabela

14).
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Tabela 14. Comparacao da gordura IMCL nos musculos tibial anterior e séleo para os trés

grupos

Variavel n Mediana (P25;P75) P (*
IMCL T 91 2660 (1307;60660) 0,010
IMCL S 91 4335 (207;6912)

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo paramétrico de Wilcoxon; IMCL(T)- gordura
intramiocelular no musculo tibial anterior; IMCL(S)- gordura intramiocelular no musculo séleo.



5. Discussao
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Este estudo utilizou a espectroscopia do hidrogénio por ressonancia
magnética para avaliar, de forma nao invasiva, sua aplicabilidade no
diagnéstico da toxicidade muscular causada pelas estatinas. Através de um
protocolo especifico de analise de dados pode-se avaliar as gorduras IMCL
e EMCL, além dos metabdlitos Cr total e TMA presentes nos musculos tibial
anterior e soleo. Nenhum estudo até o momento, utilizando a espectroscopia
do hidrogénio por ressonancia magnética, avaliou a creatina total em
pacientes tratados com estatinas, apresentando sintomas musculares, e as
gorduras IMCL e EMCL em pacientes hipercolesterolémicos antes e apds o

uso de medicacao hipolipemiante.

5.1 Espectroscopia como auxilio diagndstico na miotoxicidade

A utilizacdo da EHRM associada a avaliacdo laboratorial da enzima
CPK em pacientes em uso de estatina e apresentando sintomas musculares
€ uma abordagem recente e descrita primeiramente neste estudo. Entre as
principais caracteristicas positivas do método, podemos ressaltar a
praticidade e curto tempo para realizagdo (aproximadamente 8 minutos), nao
sendo necessaria a utilizacdo de contraste endovenoso e muito menos
radiacao ionizante.

Este protocolo foi desenvolvido com o intuito de permitir sua
aplicacao efetiva na pratica clinica. Por ser um exame simples, é possivel
ser executado em aparelhos de ressonancia magnética de 1,5 Tesla, que

sao frequentemente encontrados em grandes servicos de diagndsticos por
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imagem. O software utilizado neste protocolo, LCModel®

, permite uma
avaliacdo automatica e precisa dos valores dos metabolitos em relacdo a
agua.

A espectroscopia do hidrogénio por ressonancia magnética foi

adotada para permitir uma avaliagdo complementar a dosagem da CPK, que

muitas vezes pode ndo estar alterada na vigéncia de sintomas musculares.

5.2 Avaliacdo dos parametros encontrados na espectroscopia

A eficacia das estatinas na prevencao secundaria da aterosclerose
estd associada a reducédo das taxas de eventos cardiovasculares maiores,
eventos cerebrovasculares e a mortalidade total®’. A patogenia da toxicidade
muscular causada por essa medicacdo ndo é bem conhecida, embora
alguns estudos proponham que ocorra uma alteracdo da permeabilidade da
membrana muscular e necrose das fibras, sem a ocorréncia de infiltrados
celulares®. A inibicdo da HMG-CoA redutase pelas estatinas vem sendo
apontada como principal causa de miotoxicidade®®.

A analise da toxicidade muscular as estatinas pela EHMR pode ser
prejudicada devido a fatores técnicos, metodologia para a analise dos dados,
atividade fisica individual e medicagdo em uso, levando a variagbes na
quantificacdo dos metabdlitos. Os pacientes incluidos neste estudo seguiram
rigorosamente os critérios de exclusdo estabelecidos no protocolo e a

técnica utilizada para realizagcdo da espectroscopia foi adaptada para a
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maquina de ressonancia da instituicdo seguindo os parametros descritos na
literatura®®.

A metabolizacdo das estatinas pode ser modificada pela presenca
de fatores clinicos associados, idade e composicao corporal, ou seja,
predominio de massa magra ou ndo. Apenas um estudo com atorvastatina
demonstrou que a relacdo das estatinas com toxicidade, definida pelo nivel
de CPK, foi encontrada principalmente em individuos jovens (19 a 35
anos)®. A hipétese dos autores foi devido & maior proporcdo de massa
muscular e consequente maior liberacdo de CPK®. Em nosso estudo, a
meédia de idade dos pacientes em uso de estatina e apresentando mialgia foi
de 55 anos, ou seja, valores acima dos encontrados neste relato da
literatura. Outros estudos mostram que a idade acima de 65 anos é
considerada um fator endégeno de predisposicéo para o desenvolvimento de
miotoxicidade com estatina’®, provavelmente por diminuicdo da capacidade
oxidativa mitocondrial que pode ocorrer com o avanco da idade. Porém,

pacientes acima desta faixa etaria foram excluidos da nossa casuistica.

5.2.1 Reducdao do colesterol e suarelacdo com o IMCL e EMCL

As estatinas ja possuem papel bem estabelecido no que diz respeito
a reducdo dos niveis de LDL colesterol. Na casuistica, a média de LDL
colesterol antes e apOs o tratamento com estatina foi de 182mg/dL e

120mg/dL respectivamente, ou seja, houve uma reducdo de 34% nos niveis
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séricos apoés trés meses do uso de medicacdo hipolipemiante. Este é o
achado esperado em uma meta de tratamento considerada eficaz,
correspondendo com as expectativas clinicas e aquelas descritas na
literatura com as doses administradas®. A anélise espectroscépica das
gorduras IMCL e EMCL nos musculos estudados ndo evidenciou reducao
apos o tratamento com estatinas. Provavelmente, o tempo de tratamento
estabelecido em trés meses pode nao ter sido suficiente para que houvesse
uma reducado significativa da gordura presente nos miocitos e adipécitos
avaliados pelos metabdlitos IMCL e EMCL, respectivamente. Por outro lado,
apesar da estatina utilizada (dose de 20mg) ter sido eficaz na reducdo dos
niveis seéricos, nao foi possivel detectar alteracdes das gorduras IMCL e

EMCL.

5.2.2 Deficiéncia de carnitina e espectroscopia

Os estudos com animais descrevem a deficiéncia de carnitina
plasmética associada ao quadro de miotoxicidade®™. Os valores de TMA
referem-se aos metabdlitos carnitina e colina, encontrados nos musculos
tibial anterior e sdleo, e ndo apresentaram diferenca significante entre os
grupos avaliados. Este resultado ndo nos permite analisar separadamente a
carnitina e colina e, consequentemente, avaliar se houve alguma alteracéo
nos niveis do metabdlito carnitina, sugerindo uma possivel relagdo com a

miotoxicidade causada pela estatina.
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5.2.3 Relacdo dos metabdlitos encontrados pela espectroscopia e a

CPK

A CPK pode ser utilizada clinicamente como um marcador de

gravidade do dano muscular causado pela estatina® .

Entretanto, a
presenca de lesdo muscular pode ou ndo ser acompanhada pelo aumento
da CPK®%9 apesar de sabermos que as estatinas podem alterar a
arquitetura da miofiora com quebra do sistema tubular T e ruptura do
sarcolema®®. A mialgia causada por esta medicacdo, na auséncia de
elevacdo da CPK, ocorre em 1-5% dos pacientes®®. Mialgia com pequena ou
moderada elevacao do nivel de CPK (3 a 10 vezes o LSN) ocorre em menos
de 1% dos casos®*®. Em geral, a miopatia confirmada pela CPK acima de
10 vezes o LSN ocorre em menos de 0,1% dos pacientes em monoterapia®
% Na casuistica, o valor mais alto de CPK encontrado entre os 18 pacientes
em uso de estatina e que apresentavam dor muscular foi de 500U/L, com
média de 167U/L. Oito pacientes (44,44%) apresentavam niveis de CPK
dentro do valor considerado normal (valor de referéncia normal pelo
laboratorio do InCor: 26-192U/L). Enquanto que 10 (55,56%) pacientes
apresentavam CPK entre 3 a 10 vezes o LSN, nenhum paciente apresentava
niveis de CPK acima de 10 vezes o LSN. A estatina utilizada por 15
pacientes incluidos foi sinvastatina na dose de 20mg, um paciente utilizava a
atorvastatina 10mg, enquanto que dois pacientes faziam uso de

rosuvastatina 10mg. Os valores da CPK encontrados foram 33U/L-500U/L

para a sinvastatina, 130U/L para a atorvastatina e 200U/L-215U/L para
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rosuvastatina. Todos o0s pacientes com sintomas musculares nao faziam
uso de fibratos, o que poderia potencializar o efeito das estatinas. O niumero
de pacientes incluidos neste subgrupo durante o periodo de trés anos deve-
se ao fato dos critérios de exclusao terem sido muito rigorosos.

Pudemos observar que, nos casos em que houve aumento da CPK
sérica, esta alteracdo apresentou uma fraca correlacdo, porém positiva e
significante com a razdo da gordura intramiocelular e creatina total no
musculo tibial anterior, ou seja, quanto maior a CPK maior a razao IMCL/Cr
total. Esta razdo aumentada pode sugerir uma diminuicdo da creatina total
devido a maior liberacdo da mesma, ou seja, creatina livre + fosfocreatina,
gue pode ter ocorrido em decorréncia da diminuicdo da producédo de ATP e
consequente alteracdo na funcdo oxidativa mitocondrial causada pela
estatina. Nao foi observada correlacdo semelhante na avaliacdo do masculo
sbleo. Esta alteracdo na razdo IMCL/Cr total encontrada no musculo tibial
anterior pode ser explicada devido a caracteristica histologica da fibra
muscular, ou seja, o predominio de fibras répidas e glicoliticas,
determinando um comprometimento metabdlico precoce neste musculo em
relacdo ao soleo. Esta correlacdo encontrada entre a CPK e IMCL/Cr total
pode sugerir uma manifestacéo precoce de provavel dano muscular causado
pelo uso de estatina.

Os pacientes que apresentavam mialgia estavam em uso de estatina
ha, pelo menos, 30 dias e faziam uso de doses mais baixas de estatinas,
diferentemente do estudo PRIMO que descreve sintomas com doses

maiores de medicagéoZS. Os dados encontrados sugerem que mesmo
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baixas doses de estatina podem ser suficientes para que ocorra alguma
manifestacao clinica, com niveis de CPK ainda normais ou pouco elevados.
Além disso, apesar da queixa de mialgia, a eventual presenca de niveis mais
baixos de CPK na amostra possa explicar a auséncia de alteracdes
substanciais nos parametros espectroscopicos, havendo somente uma fraca
correlacéo entre a CPK e a razéo da gordura intramiocelular e creatina total
no musculo tibial anterior (r=0,25 e p=0,018).

Os pacientes do grupo 3, apés tratamento com sinvastatina 20mg,
nao apresentaram sintomas musculares durante o uso da medicacédo e a
média da CPK foi de 144U/L. Além disso, ndo houve alteragcdo nos
parametros da espectroscopia quando comparados com pacientes que
faziam uso de estatina e apresentavam dor muscular.

Sendo assim, os achados deste estudo sugerem que a EHRM néo
detectou diferencas metabodlicas em pacientes em uso de estatinas,

apresentando ou ndo sintomas musculares.

5.2.4 IMCL e EMCL nos musculos tibial anterior e s6leo

A quantidade de gordura IMCL é maior no musculo s6leo em relagéo
ao tibial anterior, e isto se deve a suas caracteristicas histologicas. O
musculo s6leo apresenta fibras mais lentas e oxidativas em comparacéo ao
musculo tibial anterior com fibras rapidas e glicoliticas’®. Estudos descrevem

um aumento da gordura IMCL do musculo tibial em pacientes idosos’, por
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apresentarem uma diminuicdo na capacidade oxidativa mitocondrial. Além
disso, pacientes diabéticos tipo 2”%, obesos’® e praticantes de atividade fisica
regular’’ também podem apresentar aumento da gordura IMCL. Porém este
perfil de pacientes fazia parte dos critérios de exclusdo estabelecidos no
protocolo e foram rigorosamente seguidos.

Neste estudo, observamos um aumento nos niveis de IMCL no
muasculo so6leo em relacdo ao tibial anterior, e estes achados sao

semelhantes aos descritos na literatura’.

5.3 Implicacdes clinicas

A utilizacdo de um exame nao invasivo, rapido, de facil realizacdo e
analise pode ser uma importante ferramenta na avaliacdo da toxicidade
muscular causada pelo uso das estatinas. Os achados deste estudo
mostram uma correlacdo entre a CPK e o parametro da espectroscopia
(IMCL/Cr total) em pacientes tomando estatinas e apresentando sintomas
musculares. Este achado pode sugerir uma manifestacdo precocemente
encontrada de provavel dano muscular causado pelo uso de estatina.

Por outro lado, embora a EHRM permita uma avaliacdo metabdlica,
ndo foi encontrada diferenca nas razées dos metabdlitos avaliados entre os
grupos estudados e no grupo de pacientes hipercolesterolémicos antes e

ap(’)s o tratamento com estatinas.
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5.4 Limitacdes

O presente estudo estd embasado em dados obtidos por meio da
inclusao de pacientes de um unico centro.

A amostra de pacientes do grupo que apresentava sintomas
musculares foi pequena, devido ao fato dos critérios de inclusdo terem sido
muito rigorosos. As doses de estatinas utilizadas foram baixas e os niveis de
CPK nao se apresentaram téo elevados, nos pacientes com miosite, a ponto
de poder evidenciar alteragbes mais consistentes nos parametros
metabdlicos avaliados por meio da espectroscopia. Além disso, ndo tivemos
pacientes apresentando rabdomidlise, ou seja, niveis de CPK acima de 10
vezes 0 LSN, o que poderia talvez evidenciar uma possivel alteracdo nos
metabolitos avaliados e suas razdes.

A dose de estatina utilizada no grupo 3, apesar de reduzir de forma
eficaz os niveis séricos de colesterol, ndo ocasionou diminuicdo nas
gorduras IMCL e EMCL. Estudos adicionais serdo necessarios para avaliar o
impacto do tratamento em longo prazo nos niveis de gordura celular.

Por fim, o protocolo de avaliacao foi desenvolvido utilizando somente
a espectroscopia do hidrogénio. Desta forma, a associacdo com a
espectroscopia do fosforo poderia permitir fazer uma analise complementar
das principais alteracbes encontradas na producdo de ATP e fosfocreatina
no tecido muscular causadas pelo uso de estatinas, em pacientes com
sintomas musculares, independente dos valores da CPK. Porém, néo estava

disponivel este método de analise na ressonancia da instituicdo.
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Dessa maneira, estudos adicionais sdo de extrema importancia para

validacdo dos dados encontrados neste projeto.



6. Conclusoes
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6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

A EHRM é um exame factivel para ser utilizado na prética
clinica, porém n&o foi possivel demonstrar alteracbes nas
concentracfes dos metabdlitos nos musculos tibial anterior e
sbleo entre os grupos estudados. Os achados de correlacdes
entre a CPK e IMCL/Cr total podem sugerir uma manifestacéo
precoce de toxicidade muscular causada pelas estatinas, em

pacientes com sintomas musculares.

N&o foi observada diferenca significante na gordura IMCL de
pacientes  com hipercolesterolemia, = sem medicacgao
hipolipemiante, quando comparados com o0s individuos

normocolesterolémicos (grupo controle).

O tratamento com estatinas ocasionou diminui¢do sérica do LDL
colesterol, porém ndo houve alteracdo nas gorduras IMCL e
EMCL presentes nos musculos tibial anterior e séleo avaliados

pela espectroscopia.

N&o houve aparecimento de sintomas, nem foram detectadas
diferencas significantes nos parametros da espectroscopia e nos
niveis da CPK nos pacientes hipercolesterolémicos apos
tratamento com estatinas. N&o foram detectadas alteracdes dos
parametros da  espectroscopia entre 0S  pacientes
hipercolesterolémicos, ap0s tratamento com estatinas, e 0s

pacientes com sintomas musculares em uso de estatinas.
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ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I- DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L INOME. o et e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..ot SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO.: ........ oo [......
ENDEREQCO ....ooiiiiiiiiiiiiieie ettt NO L, APTO: ..,
BAIRRO: .. CIDADE ...ttt
CEP:.e e TELEFONE: DDD (............ ) et a e e aae s
2. RESPONSAVEL LEGAL .....oovviviiiiieisieieiee ettt
NATUREZA (grau de parentesco, tUtor, CUFAAOT BEC.) ....ueieiiuireiiieeaiiiieeseieesieeesiieeeteeesneeeesneeessneeee e e enes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......oooiiiiiiiiieeeeeeiieenn. SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... [ [....
ENDEREQGCO: ...oiiiiiiiiiiiiiieeee ettt NO APTO: s
BAIRRO: ... CIDADE: ..ot
CEP: . TELEFONE: DDD (............ ) e e

II- DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “Estudo da toxicidade muscular pelo uso de estatinas
em pacientes hipercolesterolémicos: avaliagdo pela espectroscopia do hidrogénio por ressonancia

magnética”
PESQUISADOR : Cintia de Souza Lima Moraes

CARGO/FUNCAO: Médica estagiaria do setor de tomografia e ressonancia cardiovascular do Incor-
HC/FMUSP

INSCRI(;AO CONSELHO REGIONAL N° 94833
UNIDADE DO HCFMUSP: divisdo de diagnostico por imagem do InCor-HC (FMUSP)
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO @
RISCOBAIXO @ RISCO MAIOR @

4.DURACAO DA PESQUISA: 48 meses
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

[lI- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 — Desenho do estudo e objetivo(s):

As estatinas sdo medicacdes utilizadas para abaixar a quantidade de colesterol no sangue ajudando a
prevenir doencgas cardiacas. As complicagBes causadas pelo uso de tais medica¢cdes sdo muito
pequenas, porém alguns pacientes podem apresentar, durante o tratamento, dor muscular ou
aumento de uma enzima muscular chamada CPK. Os objetivos dessa pesquisa sdo avaliar a
guantidade de gordura nas fibras musculares e determinar se ha alguma alteragdo no musculo de
pacientes que fazem o uso de medica¢Bes para abaixar o colesterol, por meio de um exame de
ressonancia magnética chamado espectroscopia.

Por meio deste exame sera possivel verificar a quantidade de gordura dentro do musculo e avaliar se
existe algum comprometimento muscular pelo uso da medicagdo. A participacdo € totalmente
voluntaria e vocé pode se recusar a participar do estudo a qualquer momento, ou sair do mesmo, sem
perder quaisquer beneficios ou tratamento nesta instituicao.

Caso sejam detectadas altera¢des precoces na musculatura devido ao uso da medicacdo para
abaixar o colesterol, seu médico discutira com vocé qual o melhor tratamento a ser instituido, o que
podera ser benéfico no seu caso.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propdsitos e identificagcdo dos que
forem experimentais e nao rotineiros;

Para esse exame vocé sera colocado em um aparelho de ressonédncia magnética e sua perna sera
posicionada dentro da maquina para que seja avaliada a musculatura. N&o € utilizado qualquer tipo de
contraste, ndo é necessario jejum.

Vocé ficara posicionado imével no aparelho de ressonédncia magnética em um periodo de
aproximadamente trinta minutos para que possam ser obtidas as imagens. O aparelho de ressonancia
magnética utiliza um campo magnético forte (imd) e ondas de radio que ndo causam risco a sua
salde. O desconforto € apenas o barulho, porém seré colocado em seus ouvidos um protetor auricular
para que este seja menor. Os exames realizados durante essa pesquisa ndo terdo custo para voce.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

IV- ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE

GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a
pesquisa, inclusive para dirimir eventuais davidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

5. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saldde decorrentes da pesquisa.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES

ADVERSAS.
Cintia de Souza Lima Moraes — Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 - InCor - HC FMUSP
Telefone: (11) 2661-5586 — Servico de ressonancia magnética - Séo Paulo - CEP 05403-000

VI. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa
Sao Paulo, de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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